Universidad de La Salle

Ciencia Unisalle
Ingeniería Ambiental y Sanitaria

Facultad de Ingeniería

1-1-2016

Prueba piloto para la determinación de la tolerabilidad del
carbofurano usando pseudomonas sp proveniente del suelo
Jessica Estefanía Molano Niño
Universidad de La Salle, Bogotá

Maria del Pilar Flórez Pachón
Universidad de La Salle, Bogotá

Follow this and additional works at: https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_ambiental_sanitaria

Citación recomendada
Molano Niño, J. E., & Flórez Pachón, M. d. (2016). Prueba piloto para la determinación de la tolerabilidad
del carbofurano usando pseudomonas sp proveniente del suelo. Retrieved from
https://ciencia.lasalle.edu.co/ing_ambiental_sanitaria/1

This Trabajo de grado - Pregrado is brought to you for free and open access by the Facultad de Ingeniería at
Ciencia Unisalle. It has been accepted for inclusion in Ingeniería Ambiental y Sanitaria by an authorized
administrator of Ciencia Unisalle. For more information, please contact ciencia@lasalle.edu.co.

PRUEBA PILOTO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA TOLERABILIDAD DEL
CARBOFURANO USANDO Pseudomonas sp PROVENIENTE DEL SUELO

JESSICA ESTEFANIA MOLANO NIÑO
MARIA DEL PILAR FLÓREZ PACHÓN

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE INGENIERÍA
PROGRAMA INGENIERÍA AMBIENTAL Y SANITARIA
JULIO DE 2016

PRUEBA PILOTO PARA LA DETERMINACIÓN DE LA TOLERABILIDAD DEL
CARBOFURANO USANDO Pseudomonas sp PROVENIENTE DEL SUELO

JESSICA ESTEFANIA MOLANO NIÑO
MARIA DEL PILAR FLÓREZ PACHÓN

Tesis o trabajo de investigación presentada(o) como requisito parcial para optar al título de:
Ingeniero Ambiental y Sanitario

Director (a):
MSc Francy Janeth Méndez C

Línea de Investigación:
Remediación Ambiental
UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE INGENIERÍA
PROGRAMA INGENIERÍA AMBIENTAL Y SANITARIA
2016

Nota de Aceptación:
____________________________
____________________________
____________________________
____________________________
____________________________

Firma del Presidente del Jurado
____________________________

Firma del Jurado
____________________________

Firma del Jurado
____________________________

DEDICATORIA

Este proyecto es dedicado a nuestros padres por todo su esfuerzo y dedicación, durante
toda su vida especialmente durante toda nuestra carrera. A nuestros maestros que
creyeron en nosotras y que nos permitieron llegar a donde estamos. A nuestros grandes
amigos que con su apoyo y su ayuda nos dieron ánimo para seguir trabajando y
finalmente a Dios por habernos dado la oportunidad de estar aquí y estudiar esta bonita
carrera que en un futuro no muy lejano nos permitirá ayudar al medio ambiente.

AGRADECIMIENTOS

Agradecemos a la profesora Francy Méndez Casallas, por su apoyo incondicional y ser
nuestra guía durante el desarrollo del proyecto. Al laboratorio de Microbiología de la
Universidad de La Salle por brindarnos su apoyo y permitimos desarrollar el proyecto
con todos los materiales e instrumentos necesarios. Al laboratorio del LIS (Laboratorio
integrado de salud), especialmente a la Catalina por su ayuda en el manejo de los equipos
del laboratorio y todas aquellas personas que hicieron parte del proyecto y aportaron sus
ideas para el desarrollo de éste.

CONTENIDO
Marco Conceptual .........................................................................................................10
Resumen .........................................................................................................................13
Abstract ..........................................................................................................................14
Introducción ...................................................................................................................15
1.

Justificación ............................................................................................................16

2.

Objetivos .................................................................................................................17
2.1. Objetivo General ............................................................................................ 17
2.2. Objetivos Específicos ..................................................................................... 17

3.

Marco de referencia ...............................................................................................18
3.1. Marco teórico ................................................................................................. 18
3.1.1. Biorremediación ............................................................................................ 18
3.1.2
Plaguicidas ................................................................................................ 20
Carbofurano ............................................................................................................. 22
Clasificación de toxicidad del carbofurano ............................................................. 23
Persistencia .............................................................................................................. 23
3.1.3
Contaminación de los suelos por plaguicidas ........................................... 24
3.1.4
GÉNERO Pseudomonas ........................................................................... 26
3.2 Marco legal ..................................................................................................... 28

4

Metodología.............................................................................................................30
FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.
.................................................................................................................................... 30
FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp. ............................................................. 31
FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada............ 34
FASE IV Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano .............................. 34

5

Resultados ...............................................................................................................38
FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.
.................................................................................................................................... 38
FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp. ............................................................. 42
FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada............ 43
FASE IV Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano .............................. 43
Resultados Cepa Aislada .......................................................................................... 44
Resultados Cepa ATCC............................................................................................ 45
Prueba en Medio Líquido......................................................................................... 46

6

Discusión de resultados ..........................................................................................52
FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.
.................................................................................................................................... 52
FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp. ............................................................. 53
FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada............ 56
FASE IV. Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano. ............................ 58

7

Conclusiones ...........................................................................................................63

6

8

Recomendaciones de Investigación .......................................................................65

9

Bibliografía .............................................................................................................66

10. Anexos .......................................................................................................................72

7

Lista de Tablas
Tabla 1. Clasificación de los pesticidas según su toxicidad .......................................... 23
Tabla 2 Marco legal ....................................................................................................... 28
Tabla 3. Número mínimo de puntos de muestreo para el muestreo de identificación ... 31
Tabla 4. Profundidad del muestreo según el uso del suelo ............................................ 32
Tabla 5 Parámetros fisicoquímicos cultivo de papa contaminado con carbofurano. ... 42
Tabla 6. Resultados a diferentes concentraciones ......................................................... 44
Tabla 7. Patrón de McFarland ....................................................................................... 47
Tabla 8. Absorbancias de cepas a 75 ppm ..................................................................... 49
Tabla 9. Concentración aproximada de Bacterias (108 UFC/ml) ................................. 50

8

Tabla de Figuras
Figura 1. Shaker Thermo Scientific (Florez, 2016). ...................................................... 33
Figura 2. Disoluciones Seriadas (Florez, 2016). ........................................................... 33
Figura 3. Agar Cetrimide y Agar SPC (Florez, 2016). .................................................. 33
Figura 4. Agar Mínimo de Sales (Florez, 2016) ............................................................ 34
Figura 5. Concentraciones de carbofurano (Florez, 2016). .......................................... 35
Figura 6 . Pseudomonas con sensidiscos (Florez, 2016). .............................................. 35
Figura 7.Descripción de fases del proyecto (Florez, 2016) ........................................... 37
Figura 8.Rutas metabólicas (Castellanos & Rache, 2013). ........................................... 41
Figura 9. Concentración Vs. Halos (mm) (Cepa Aislada) (Molano, 2016). .................. 45
Figura 10. Concentración Vs Halo (mm) (Cepa ATCC 9027) (Molano, 2016). ............ 46
Figura 11 Curva de McFarland (Molano, 2016) ........................................................... 48
Figura 12. Crecimiento Bacteriano Cepa Aislada (Pseudomonas aeruginosa) (Molano,
2016). .............................................................................................................................. 51
Figura 13. Crecimiento Bacteriano Cepa ATCC 9027 (Molano, 2016). ....................... 51
Figura 14. Recolección de muestras, en la finca. (Florez, 2016). ................................. 72

9

Marco Conceptual

Bacterias Gram-negativas: Bacterias que se tiñen de color rosado tenue como reacción
a la tinción de Gram, lo cual indica que presentan dos membranas lipídicas entre las que
se localiza una fina pared celular de peptidoglicano (Salazar Medina & Sanchez , 2011).
Biorremediación: La biorremediación es una tecnología emergente que utiliza
organismos vivos (plantas, algas, hongos y bacterias) para absorber, degradar o
transformar los contaminantes y retirarlos, inactivarlos o atenuar su efecto en suelo, agua
y aire (Biorremedia, 2014).
Bioaumentación o biomagnificación: que se define como la adición de
microorganismos naturales o manipulados genéticamente al medio (Rodriguez, 2005).
Bioestimulación: Modificación del medio para reforzar el crecimiento de los
microorganismos. Normalmente se adiciona nutrientes, oxigeno, etc (Rodriguez, 2005).
Carbamatos: Los carbamatos son sustancias orgánicas de síntesis conformadas por un
átomo de nitrógeno unido a un grupo lábil, el ácido carbámico. Este tiene un efecto
neurotóxico que, en la dosis correspondiente, conlleva a la muerte. Sus características
principales son su alta toxicidad, su baja estabilidad química y su nula acumulación en
los tejidos, característica ésta que lo posiciona en ventaja con respecto a los
organoclorados de baja degradabilidad y gran acumulación (F.Tricárico, 2011).

Carbofurano: Carbofurano es un N- metil carbamato insecticida y nematicida que se ha
registrado para el control de plagas en el suelo y en las hojas en una variedad de cultivos
de campo, frutas y vegetales. No hay usos residenciales están registrados. (EPA, 2007).

Control de Plagas: Cualquier práctica cultural, física, química o biológica encaminada
a disminuir, controlar o erradicar un organismo patógeno de una planta o cultivo (Vergel,
2015).
Enzimas colinesterásicas: Colinesterasa, o, más correctamente acetilcolinesterasa es una
enzima esencial para el funcionamiento normal del sistema nervioso del cuerpo humano
y de otros vertebrados, aves, e insectos (Fishel, 2015).
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Hidrólisis Enzimática: Las reacciones de hidrólisis se producen cuando los compuestos
orgánicos reaccionan con el agua, en este caso son enzimas las que rompen los
compuestos orgánicos. Se caracterizan por la división de una molécula de agua en un
grupo de hidrógeno e hidróxido con uno o ambos de estos apegándose a un producto
orgánico de partida. La hidrólisis, por lo general, requiere el uso de un catalizador ácido
o base y se utiliza en la síntesis de muchos compuestos útiles (Porto, 2013).
Inducción Enzimática: Incremento de la actividad enzimática como consecuencia de la
síntesis de nuevas enzimas, ante el incremento de la concentración del sustrato (Infomed,
2016).
Medio selectivo: Es de gran utilidad para el aislamiento de microorganismos a partir de
una población microbiana mixta (Mateos, 2008).
Medios diferenciales: son aquellos que se utilizan para facilitar la discriminación de
microorganismos de una mezcla por sus propiedades diferenciales de crecimiento en
dichos medios (Mateos, 2008).
Metabolito. Los metabolitos son los productos intermedios y productos del metabolismo.
El término metabolito generalmente se limita a pequeñas moléculas. (EcuRed, 2016)
NADPH: son las siglas de Nicotinamida-Adenina-Dinucleótido-Fosfato, biomolécula
relacionada con el poder reductor, es la forma reducida en la reacción de óxido-reducción
(Redox) del NADP+. Implicada en el anabolismo celular, interviene en la síntesis de
ácidos nucleicos y de lípidos (Watcut, 2016).
Pesticidas: es cualquier sustancia o mezcla de sustancias dirigidas a destruir, prevenir,
repeler, o mitigar alguna plaga. El término pesticida se puede utilizar para designar
compuestos que sean herbicida, fungicida, insecticida, o algunas otras sustancias
utilizadas para controlar plagas. Puede tratarse de una sustancia química, agente biológico
(tal como un virus, o bacteria), antimicrobiano, desinfectante utilizado en contra de plagas
tales como insectos, hongos, virus, bacterias o para eliminar patógenos vegetales o
microorganismos (Orleans, 2007).

Plaga: Cualquier organismo capaz de causar daño a un cultivo o sus cosechas (Vergel,
2015).
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Pseudomonas: Género bacteriano con respuesta a la coloración de Gram negativas,
óxido-positivas, que no forman esporas. Se encuentran normalmente en el ambiente
acuoso y pueden utilizar muchos compuestos orgánicos para su crecimiento. Fuerte
capacidad adaptativa, y algunas clases son capaces de desintegrar compuestos
xenobióticos complejos, parcial o totalmente (Infojardin, 2015).

Sensidisco: estos discos se utilizan para pruebas semicuantitativas de sensibilidad in vitro
de patógenos bacterianos comunes de crecimiento rápido y de ciertos patógenos
bacterianos exigentes, por medio del procedimiento de prueba de difusión de disco en
agar (Dilaco, 2011).
Siembra en superficie: Se vierte sobre una placa de Petri el medio de cultivo fundido,
se deja solidificar y se coloca sobre la superficie el inóculo. Con ayuda de una asa se
extiende el inóculo hasta su absorción total por el medio del cultivo. Este tipo de siembra
se recomienda para microorganismos aerobios estrictos (Universidad Tecnologíca
Nacional, 2009).
Tinción de Gram o diferencial: El colorante utilizado pone de manifiesto diferencias
entre células bacterianas o entre partes de una misma célula. Estas técnicas utilizan más
de un colorante o bien ciertos reactivos complementarios para la tinción. Los colorantes
más utilizados: azul de metileno, cristal violeta, safranina, son catiónicos y se combinan
fuertemente con componentes celulares cargados negativamente, como los ácidos
nucleicos y los polisacaridos ácidos (las envueltas externas de los microorganismos están
por lo general cargadas negativamente) (Universidad Tecnologíca Nacional, 2009).
VYTEK: Es un sistema automatizado de identificación bacteriana y estudio de
sensibilidad antimicrobiana. La identificación de las bacterias se basa en la inoculación
de una suspensión de microorganismos en tarjetas con determinados paneles de
reacciones bioquímicas (Romeau, y otros, 2010).
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Resumen
Para mejorar la productividad de los suelos se utilizan sustancias muchas veces tóxicas
que pueden cambiar las características físico- químicas de los suelos; éstas sustancias
pueden estar relacionadas con la intención de mejorar la calidad nutricional del suelo
(fertilizantes) o para eliminar plagas (fungicidas, insecticidas, herbicidas, entre otros),
que pueden llegar a afectar los productos derivados del uso del suelo, los cultivos y su
calidad para futuros usos agrícolas o pecuarios. Es por esto que la biorremediación es una
de las soluciones más adecuadas para la recuperación de suelos contaminados por
diferentes sustancias químicas. Debido a los anterior, el objetivo del proyecto fue realizar
una evaluación a escala piloto para la determinación de la capacidad de tolerancia de la
Pseudomonas sp aislada de un suelo proveniente de un cultivo de papa del municipio de
Cogua, Cundinamarca e identificada mediante el sistema automatizado VYTEK® usando
carbofurano a diferentes concentraciones, 13.6 ppm, 26.1 ppm, 75 ppm, 85 ppm y 100
ppm establecidas en un estudio previamente realizado por Eissa et al en 2006. Con el fin
de corroborar la actividad de tolerancia se comparó el comportamiento con una cepa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 bajo las mismas condiciones experimentales, tanto
en medio sólido como en medio líquido. Los resultados en medio sólido permitieron
establecer que 75 ppm corresponde a la concentración máxima de tolerabilidad, puesto
que a partir de esta comienza la formación de halos de inhibición. En medio líquido los
resultados muestran que el crecimiento máximo de la cepa Pseudomonas aislada se
obtiene en el día 5 con una concentración de 15,47x108 UFC/ml. Como conclusiones se
tiene que en 75 ppm es la máxima concentración que las cepas evaluadas toleran y que
Pseudomonas aeruginosa aislada del suelo presenta menores halos de inhibición en placa
que la cepa Pseudomonas ATCC 9027; en líquido la cepa Pseudomonas aeruginosa
aislada del suelo presenta un mayor crecimiento en menor tiempo frente a la cepa
Pseudomonas ATCC 9027 lo que indica que posee una menor capacidad de tolerancia
puesto que no está adaptada a condiciones extremas, esto significa que la bioaumentación
de dichas bacterias nativas utilizadas, suspendidas en un medio como el agua y disperso
al suelo contaminado puede ser una solución ambiental para la recuperación de estos.
Palabras clave:
Carbofurano, Biorremediación, Bioaumentación, Suelo, Pseudomonas sp.
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Abstract

To improve soil productivity often toxic substances that can change the physical and
chemical characteristics of soils are used; these substances may be related to the intention
of improving the nutritional quality of the soil (fertilizer) or to eliminate pests (fungicides,
insecticides, pesticides, etc.), which may affect the products of land use, crops and quality
for future agricultural and livestock uses. That is why bioremediation is one of the most
suitable for the recovery of contaminated soils by different chemical solutions. The aim
of the project was to perform an evaluation on a pilot scale for determining the ability of
tolerance of Pseudomonas sp isolated from a soil from a potato crop in Cogua,
Cundinamarca and identified by VYTEK ® automated system; using carbofuran at
different concentrations, 13.6 ppm, 26.1 ppm, 75 ppm, 85 ppm y 100 ppm established in
a previous study by Eissa et al in 2006. In order to confirm the behavior tolerance activity
compared with a strain Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 under the same
experimental conditions in both solid medium and in liquid medium. The results in solid
medium allowed to establish that 75 ppm is the maximum concentration of tolerability,
since it starts from the formation of halos of inhibition. In liquid medium results show
that the maximum growth of the strain Pseudomonas isolated is obtained on day 5 with a
concentration of 15,47x108 cfu / ml. As conclusions must be at 75 ppm it is the maximum
concentration tolerated evaluated strains and Pseudomonas aeruginosa isolated from soil
has lower inhibition halos plate Pseudomonas strain ATCC 9027; liquid strain
Pseudomonas aeruginosa isolated from soil showing greater growth in less time against
the strain Pseudomonas ATCC 9027 indicating that it has a lower capacity for tolerance
since it is not adapted to extreme conditions, this means that the bioaugmentation of these
bacteria native used, suspended in a medium such as water and spread the contaminated
soil can be an environmental solution for the recovery of these.

Key words: Bioremediation, Carbofuran , bioaugmentation , soil, Pseudomonas sp.
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Introducción

En el mundo se emplean diariamente cantidades enormes de numerosos
plaguicidas con el propósito de combatir diversas plagas y enfermedades, asegurando
así la productividad del campo (Varela & Badii, 2008). Uno de los plaguicidas más
utilizados para el control de plagas es el carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il-metilcarbamato) el cual es un plaguicida N-metilcarbamato (N-MC) de
actividad insecticida, acaricida y nematicida de amplio espectro para el control de
plagas. (EPA, 2007).
Según la OMS (Organización Mundial de la Salud) el carbofurano se clasifica
como una sustancia del grupo 1B, lo que significa “altamente peligroso”, no obstante es
la sustancia mayormente asociada con intoxicación accidental o envenenamiento en
animales y seres humanos y esto se debe a su distribución y fácil acceso por parte del
público; en Colombia es uno de los pesticidas más utilizados para controlar insectos y
nematodos en cultivos de fresa y papa (Valencia, Guerrero, Yunda, & Martínez, 2008).
Para el tratamiento de suelos contaminados se utilizan métodos químicos los
cuales hacen que se genere aún más la concentración de pesticida en suelo, es por esto
que la biorremediación mediante el uso de microorganismos puede metabolizar
diferentes compuestos orgánicos e inorgánicos de un determinado medio (Dueñas &
Santos, 2006), esta técnica es ampliamente utilizada ya que resulta ser menos costosa,
se aplica a áreas grandes y es relativamente sencilla (Ahumada & Gómez, 2009).
Dada la importancia de analizar esta situación, este proyecto de investigación
buscó establecer la máxima tolerancia de las cepas Pseudomonas frente a diferentes
concentraciones de carbofurano, en un cultivo de papa localizado en el municipio de
Cogua-Cundinamarca, vereda Paramo Alto, con coordenadas geográficas 5°46'28.0"N
73°39'54.0"W. De acuerdo a la información suministrada por los dueños de la finca, en
ésta se realizan de dos a tres cosechas de papa y se deja descansar el suelo con pastos
por dos años. El cultivo presenta diversos ataques de plagas como el gusano blanco y la
polilla pequeña y por esta razón, en el cultivo se usa carbofurano en su presentación
comercial Furadan. En este cultivo la aplicación se realiza cada 15 u 8 días dependiendo
de la aparición de plagas. Para este proyecto, el muestreo se realizó 15 días después de
la aplicación de Furadan en el suelo.
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1. Justificación

Hoy en día una de las mayores problemáticas es el uso inadecuado de los
pesticidas, en este caso el carbofurano el cual genera diversos impactos en el recurso en
suelo y en aguas subterraneas puesto que la toxicidad del insecticida está relacionada
directamente con la movilidad en suelo, la persistencia que puede estar de 30 a 60 días y
la cantidad aplicada (Organizacion Mundial de la salud, 2009).
El uso indebido del carbofurano provoca una reducción de la microbiota que se
encuentra en el suelo, los residuos del pesticida se acumulan en los alimentos, de forma
que al ser consumidos en grandes cantidades por los seres humanos pueden afectar la
salud, generando un problema social en este caso de salubridad. Es importante tener en
cuenta que la Agencia de Protección del Medio Ambiente de Estados Unidos (EPA)
destaca el peligro de intoxicación aguda que presenta este plaguicida a las personas
expuestas a su acción. Como es altamente tóxico, la exposición a las más pequeñas
cantidades de esta sustancia química genera un riesgo importante. Este riesgo está
representado por la inhibición de la enzima colinesterasa, que es la encargada de regular
la transmisión de los impulsos nerviosos en seres humanos, mamíferos, aves e insectos
(Weimer, 2012). Por eso, considera que el riesgo de residuos de carbofurano en los
alimentos es preocupante para todos los subgrupos de la población, especialmente para
los niños de entre 1 y 2 años de edad, convirtiendo el carbofurano en una sustancia de
interés ambiental y sanitario.
La persistencia ambiental del contaminante está controlada por la degradación.
Dicho esto la principal vía de degradación se realiza químicamente, pero muchas veces
esta genera compuestos aún más tóxicos para el suelo aumentado la contaminación. Es
por esto que surge la necesidad de buscar alternativas que permitan mitigar los impactos
al ambiente (especialmente en recurso suelo), por esta razón se propone la remediación
ambiental como la alternativa que permite evaluar la capacidad de los microorganismos
generando metabolitos menos tóxicos para el ambiente y logrando una descontaminación
progresiva del suelo.
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2.

2.1.

Objetivos

Objetivo General

Realizar una evaluación a escala piloto para la determinación de la capacidad de
tolerancia de la Pseudomonas sp usando carbofurano.
2.2.

Objetivos Específicos
Realizar una búsqueda bibliográfica relacionada con el potencial degradador

del carbofurano con el fin de seleccionar el tipo de microrganismos a evaluar.

Determinar la presencia de microorganismos mesófilos en una muestra de
suelo con el fin de aislar Pseudomonas sp como potencial agente remediador de
carbofurano a escala de laboratorio.

Identificar bioquímicamente la cepa de Pseudomonas a evaluar mediante un
cultivo en el laboratorio.

Establecer mediante una prueba piloto a escala laboratorio la concentración
máxima de tolerancia de carbofurano mediante bioaumentación utilizando
Pseudomonas sp

17

3.

Marco de referencia

3.1. Marco teórico

3.1.1. Biorremediación
La biorremediación se relaciona con el uso de microorganismos para transformar
materiales orgánicos y separar iones inorgánicos. Los microorganismos deben estar
presentes en suficiente cantidad y diversidad. Para que ocurra este proceso en condiciones
óptimas se requiere oxígeno residual, que estén presentes los nutrientes inorgánicos
esenciales, y que los microorganismos y el sustrato estén en contacto (Rodriguez, 2005).
Garbisu et al en el 2002 afirman que la remediación es un proceso que utiliza las
habilidades catalíticas de los organismos vivos para degradar y transformar
contaminantes tanto en ecosistemas terrestres como acuáticos y presenta un enorme
potencial en la mitigación de la contaminación ambiental.
La bioremediación presenta ventajas sobre otras técnicas alternativas para
eliminar compuestos contaminantes como son los tratamientos físico-químicos, ya que es
un proceso natural para destruir contaminantes orgánicos, los productos formados son
generalmente inocuos, la reacción costo/efectividad es menor comparada con otra
tecnologías (Rodriguez, 2005). La biorremediación se ha centrado en la explotación de la
diversidad genética y versatilidad metabólica que caracteriza a las bacterias para
transformar contaminantes en productos inocuos o, en su defecto, menos tóxicos, que
pueden entonces integrarse en los ciclos biogeoquímicos naturales. No obstante, existen
casos aislados de utilización de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los hongos
y, más recientemente, las plantas (Garbisu, Amezága, & Alkorta, 2002).
Biorremediación IN SITU
Volke y Velasco en el 2002 indican que las técnicas in situ permiten estimular y
crear un ambiente favorable para el crecimiento bacteriano a partir de las sustancias
tóxicas. Esto se logra con el suministro de aire u oxígeno, nutrientes, otros
microorganismos y/o humedad, además del control de temperatura y pH (Volke &
Velasco, 2002).
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Por otro lado Rodríguez en el 2005 afirma que la remediación in situ, se refiere al
tratamiento de compuestos tóxicos en el lugar donde se ha producido la contaminación.
A su vez hay dos tipos de técnicas de biorremediación in situ, la bioestimulación y la
bioaumentación (Rodriguez, 2005) Godleads et al en el 2015, afirman que la
bioestimulación incluye la modificación del ambiente para estimular las bacterias
existentes en el medio y son capaces de biorremediar adicionando factores limitantes
como nutrientes y aceptores de electrones como el fósforo, nitrógeno, oxigeno o carbono
(Godleads, Prekeyl , & Samson, 2015).
Según Mrozika et al (2009) la bioaumentación es la aplicación de
microorganismos modificados genéticamente a los sitios de desechos peligrosos
contaminados con el fin de acelerar la eliminación de compuestos no deseados. Esta
técnica es aplicada cuando las técnicas bioestimulación y bioatenuación no han
funcionado. (Mrozika & Piotrowska-Segetb , 2009)

El paso más importante en la bioaumentación exitosa es la selección de cepas
microbianas adecuadas. Mrozika et al (2009) plantean que el éxito de la bioaumentación
depende fuertemente de la capacidad de los inoculantes para sobrevivir en el suelo
contaminado. Además, es importante conocer la composición, distribución y población
dinámica espacial y temporal de las comunidades autóctonas en hábitats muestreados para
predecir el potencial efecto de la inoculación del suelo (Mrozika & Piotrowska-Segetb ,
2009)

Dueñas y Santos en el 2006 reportan que en la bioaumentación se emplean
mezclas de bacterias de los géneros Pseudomonas, Nocardia y Arthobacter entre otras,
estas mezclas pueden consistir de 3 o más cepas de microorganismos para tratar diferentes
tipos de contaminantes, además explican que el suministro de macroelementos o
microelementos en forma de fertilizantes orgánicos e inorgánicos acelera la reproducción
de los microorganismos y la incorporación de los constituyentes químicos a los
componentes de la célula para su asimilación y síntesis de nuevo material celular y
permitir la degradación total o parcial del contaminante. (Dueñas & Santos, 2006)

Estos macro y micro elementos deben estar en contacto con el área impregnada
por el contaminante y su concentración debe ser suficiente para soportar el crecimiento
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máximo previsto de la población degradadora en el transcurso de las operaciones de
remediación (Sosa, 2010) .Además se requieren unos nutrientes indispensables, no se
debe dejar de lado lo planteado por Sánchez y Rodríguez en el 2004, donde se menciona
que en los ambientes naturales, los microorganismos poseen una notable capacidad de
adaptación, lo que les favorece por su integración en poblaciones dentro de una
comunidad. La base de este fenómeno se encuentra, por una parte, en la adquisición de
nuevas capacidades metabólicas, mediante mecanismos de variación genética
convencionales (mutación, conversión genética, duplicación, transposición) o
intercambio de genes y, por otra, en la posibilidad de complementación de las actividades
metabólicas de los distintos grupos. La capacidad de intercambio genético entre las
poblaciones, mediante conjugación o transformación constituye una fuerza directora
notable en la evolución que conduce a la adaptación a nuevos ambientes, incluyendo los
contaminados. (Sanchez & Rodríguez, 2004).

3.1.2 Plaguicidas

El término "plaguicida" es una palabra compuesta que comprende todos los
productos químicos utilizados para controlar o destruir las plagas. Son compuestos
químicos utilizados intensivamente en todo el planeta, lo que resulta en una exposición
continua de la población a partir de diferentes fuentes tales como alimentos, agua y suelo.
Los efectos tóxicos de los plaguicidas sobre la población humana han sido motivo de
preocupación por muchos años, sin embargo, los mecanismos de toxicidad de la mayoría
de los plaguicidas son motivo de estudio pues en algunos casos son poco comprendidos.
Existen diversos tipos de plaguicidas y cada uno de ellos posee un mecanismo de
acción distinto; en la agricultura, se utilizan herbicidas, insecticidas y fungicidas y entre
los plaguicidas más comúnmente utilizados se encuentran los organoclorados, los
organofosforados, los carbamatos y los piretroides (Niño, 2010).

Clasificación de los plaguicidas
Las sustancias químicas que se usan como plaguicidas cubren una amplia
gama de compuestos; la clasificación universalmente más aceptada es la que tiene en
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cuenta la plaga a la que va dirigida la acción de control (Niño, 2010), las principales
categorías son:
Fungicidas
Plaguicidas que matan hongos. Los fungicidas son ampliamente utilizados en
agricultura, principalmente en la protección de semillas, el transporte de cosechas, entre
otros procesos. Existe una clasificación de los fungicidas, de acuerdo con su naturaleza
química, así: Sales de cobre, Compuestos organomercuriales, Ditiocarbamatos,
Clorofenoles y Nitrofenoles (Niño, 2010).
Herbicidas
Plaguicidas que destruyen hierbas de forma general o selectiva. Los herbicidas
son sustancias utilizadas para el control de malezas. Pueden actuar por contacto o en
forma sistémica, en forma selectiva o no selectiva. Se pueden clasificar de la siguiente
manera: derivados de ácidos orgánicos, derivados fenoxi y orgánicos (Niño, 2010).
Insecticidas
Plaguicidas que controlan y destruyen artrópodos. Estos son compuestos
químicos utilizados para matar insectos, normalmente, mediante la inhibición de enzimas
vitales. A nivel mundial, el grupo de insecticidas organosintéticos ha sido el más
estudiado por varias razones, entre ellas: Alto consumo, daños a la salud, persistencia y
residualidad (Niño, 2010).
A continuación se muestra la clasificación de los insecticidas por grupo químico
según el (Ministerio de agricultura, ganaderia y pesca de Argentina, 2011).


Clorados: Este grupo se encuentra prohibido en nuestro paiś debido

a su acumulación en las grasas animales: DDT, Clordano, Lindano, Metoxicloro,
Pertane, Heptacloro, Aldrin, Dieldrin, Endrin, Isodrin, etc.


Organofosforados: Acefato, clorpirifos, metil demetón, diazinon,

dimetoato, etión, fenitrotión, triclorfón, mercaptotión, metil azinfos, metidation,
triazofós, etc.


Carbamatos: Carbofurán, carbosulfán, metomil, pirimicarb,

formetanato, etc.
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Piretroides: Cipermetrina, ciflutrina, deltametrina, esfenvalerato,

permetrina, fenpropatrina, lambdacihalotrina, etc.


Nitroguanidinas: acetamiprid, imidacloprid.



Benzoilureas: novalurón, clorfluazurón, teflubenzurón, etc.

Dada la clasificación general de los insecticidas por grupos químicos, el producto
evaluado, carbofurano, pertenece al grupo de carbamatos.
Carbofurano
De acuerdo a la ficha técnica, el carbofurano o carbofurán es un plaguicida
sistémico utilizado como insecticida, acaricida y nematicida de amplio espectro, que
pertenece al grupo químico de los carbamatos (N-methyl). Conjuntamente con los
insecticidas organofosforados, los compuestos piretroides y otros carbamatos, el
carbofurano integra un grupo sustituto de insecticidas persistentes como el DDT,
clordano y heptacloro (Red de Acción en Plaguicidas y sus Alternativas de América
Latina, 2009). Su nombre químico (IUPAC) es 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il
metilcarbamato, los carbmatos son insecticidas derivados del ácido carbamico
representados principalmente por el monometilcarbamato.
Según la Environmental Protection Agency (EPA) el carbofurano pertenece al
grupo de los N- metilo, estos compuestos tienen la capacidad de inhibir las enzimas
colinesterásicas. A nivel de toxicidad, los ésteres de carbamato de N-metilo causan
carbamilación reversible de la enzima acetilcolinesterasa, lo que permite la acumulación
de acetilcolina, la substancia neuromediadora en las uniones nueroefectoras
parasimpáticas (efectos muscarínicos), en las uniones mioneurales del musculo
esquelético y en los ganglios autónomos (efectos nicotiń icos), así como en el cerebro, en
el movimiento los sentidos, como el tacto, la audición, la vista, el gusto y el olfato y el
corazón.
El funcionamiento de los órganos internos, como el estómago, los pulmones y el
corazó (efectos en el SNC). La combinación carbamilo-acetilcolinesterasa se disocia más
rápidamente que el complejo fosforilo-acetilcolinesterasa producido por los compuestos
organofosfatados. Esta labilidad tiene varias consecuencias importantes: (1) tiende a
limitar la duración del envenenamiento con insecticida carbamato N-metilo; (2) es
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responsable de que el intervalo que existe entre la dosis que genera los síntomas y la dosis
letal sea mayor que el que existe en el caso de la mayoría de los compuestos
organofosfatados; y, (3) con frecuencia invalida la medición de la actividad de la
colinesterasa en la sangre como indicador diagnóstico del envenenamiento (OMS, 2009).
Clasificación de toxicidad del carbofurano

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica al carbofurano en el grupo
identificado como 1b, lo que significa “altamente peligroso”. Sin embargo, en el caso de
ingestión en forma directa o de residuos existentes en alimentos, es “extremadamente
toxico”. La clasificación de los pesticidas se realiza en función de su dosis letal 50 (DL50)
o cantidad de producto que es capaz de eliminar al 50% de una población (Organizacion
Mundial de la salud, 2009). En la siguiente tabla se identifica las categorías de los
pesticidas de acuerdo con su toxicidad.

Tabla 1. Clasificación de los pesticidas según su toxicidad
Clase

Oral
Sólidos
Líquidos
1a Extremadamente peligrosos 5 o menos
20 o menos
1b Altamente Peligrosos
5- 50
20- 200
II Moderadamente Peligrosos
50-500
200-2000
III Ligeramente Peligroso
Mas de 500 Mas de
2000
* Estado físico del ingrediente o formulación que se clasifica

Dérmica
Sólidos
Líquidos
10 o menos 40 o menos
10- 100
40- 400
100-1000
400-4000
Mas de
Mas de 4000
1000

Fuente: Organización Mundial de la salud, 2009

Persistencia

El carbofurano posee una vida media en suelos de 30 a 60 días, se degrada
principalmente por acción microbiológica (Organizacion Mundial de la salud, 2009),
generando dióxido de carbono, la formación de este se hace a partir del nitrógeno y el
carbono del compuesto que genera metabolitos y finalmente el dióxido de carbono; la
persistencia ambiental del carbofurano está controlada por su degradación por vías
química, fotoquímica y bioquímica. La primera de ellas está preeminentemente asociada
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a la hidrólisis, con tiempos de vida medios para este mecanismo de reacción
comprendidos entre 2 días, a pH=9,5 y 1.700 días, a pH=5,2, teniendo influencia directa
la temperatura sobre la tasa de hidrólisis, además del pH. La fotólisis directa y la
fotooxidación por el mecanismo de radicales libres constituyen una importante vía de
degradación del carbofurano, habiéndose observado en estudios de laboratorio una
fotodescomposición significativa dentro de 96 horas. La volatilización no aparece como
una vía significativa de remoción del carbofurano (Organizacion Mundial de la salud,
2009).
Este plaguicida tiene baja adsorción en el suelo, variando su tiempo de vida medio
entre varios días y más de 3 meses. La escasa retención en el suelo y su relativamente alta
solubilidad acuosa determinan una migración considerable del carbofurano hacia el agua
ambiente, donde el tiempo de vida medio está fuertemente influenciado por el pH. Así,
para aguas superficiales se han reportado tiempos de vida medios comprendidos entre 5,1
semanas, a pH=7, y 1,2 horas, a pH=10 (Organizacion Mundial de la salud, 2009).

3.1.3 Contaminación de los suelos por plaguicidas

La introducción de plaguicidas en suelos se presenta tanto por su aplicación
directa, como por la precipitación de aguas lluvias que lavan las partículas suspendidas
en la atmósfera, regadíos hechos con aguas contaminadas, desechos industriales y
derrames accidentales. El destino de los plaguicidas en suelos está controlado por
fenómenos tanto fisicoquímicos como biológicos, que se pueden agrupar en: aquellos que
afectan su persistencia (degradaciones) y aquellos que afectan a su movilidad (adsorción,
volatilización, absorción por plantas, erosión del viento o filtración) (Niño, 2010).

Una vez aplicado el plaguicida tiene diferentes alternativas según el tipo de suelo
y sus componentes. Por ejemplo los organofosforados y los carbamatos son muy afines
con las arcillas, los clorados no son solubles en agua, lo que reduce su movilidad. Al
llegar al suelo un plaguicida puede ser absorbido por las raíces de las plantas, sufrir una
degradación química, bioquímica o biológica, desplazarse por escorrentía en el agua,
contaminar fuentes de agua, sufrir degradación química, infiltrarse hacia aguas
subterráneas, o acumularse en el suelo en forma persistente, sin cambiar su composición
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todo esto depende de factores como la naturaleza del plaguicida, la naturaleza del suelo
y la climatología (Betancur, Pino, Peñuela, & Cardona, 2013).

Al igual que la contaminación del agua, los factores que condicionan de forma
directa el destino de los plaguicidas en el suelo, en orden de prioridad son (Niño, 2010):

Tipo de suelo

Influye sobre el equilibrio de absorción de los plaguicidas, debido a que los
complejos de arcilla y materia orgánica presentan propiedades coloidales y de
intercambio iónico. La adsorción de plaguicidas puede ocurrir por atracción dipolar, por
puentes de hidrógeno o directamente por un enlace iónico.

Naturaleza del plaguicida

Su estructura química influye en su solubilidad en agua y en su afinidad por el
suelo. La formulación del plaguicida también es un factor importante a tener en cuenta
para evaluar su persistencia en el suelo, ya que las de tipo granular y emulsificables son
más persistentes que los polvos humectantes.

Contenido de humedad

En suelos de tipo arenoso es más probable que un plaguicida se absorba cuando
los suelos están secos, que cuando están húmedos.

pH

La adsorción es más alta en suelos ácidos, ya que el plaguicida puede convertirse
en un catión cargado positivamente y así incrementar su adsorción. También se pueden
producir fenómenos de degradación del pesticida en pH extremos.
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Temperatura del suelo

La adsorción de plaguicidas es un proceso exotérmico, por lo que al incrementar
la temperatura, el calor interno puede romper los enlaces y causar la desorción de
moléculas de plaguicidas.

3.1.4 GÉNERO Pseudomonas

Las bacterias Pseudomonas sp son bacilos Gram negativas aerobios, no
formadoras de esporas, puede presentar de 1.5 a 5 µm de largo y, un diámetro de 0.5 a 1
µm. las especies de este género son móviles, debido a la presencia de uno o más flagelos
polares. (Santaella, 2008)
Tienen la capacidad de producir morfologías coloniales distintivas y pigmentadas.
Algunas cepas forman una cápsula polisacarídica que hace que las colonias sean mucosas.
El crecimiento confluente, a menudo, presenta un brillo metálico y olor a fruta. Una
característica común es la producción de pigmentos fluorescentes bajo la luz ultravioleta
de longitud de inda baja (254nm), sobre todo cuando crecen en un medio con limitación
de hierro. La pioverdina, un pigmento fluorescente de color amarillo-verdoso, está
considerado el principal tipo de sideróforo de las especies Pseudomonas (Ruiz, 2007)
Las bacterias del género Pseudomonas poseen la capacidad de crecer en una
diversidad de compuestos orgánicos utilizándolos como fuente de carbono y energía. Las
Pseudomonas constituyen un género específico de los bacilos, formado por bacterias
oxidasa positivas (es decir, que producen esta enzima) y Gram negativas (ya que no
adquieren una tonalidad azulada cuando se les aplica la coloración de Gram). Debido a
esta característica, estos microorganismos son muy ubicuos, y podemos encontrarlos
tanto en los ecosistemas terrestres como acuáticos y, son muy importantes como
patógenos de plantas, animales y humanos (Ruiz, 2007).
Es necesario establecer parámetros fisicoquímicos adecuados para un crecimiento
óptimo de estas, los más importantes son los nutrientes, en pH, temperatura y la humedad.
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Las bacterias heterotrófas para crecer necesitan una fuente de carbono, otros
nutrimentos y un aceptor final de electrones, el cual es el oxígeno para el caso de las
aerobias. Las bacterias llegan a necesitar micronutrimentos en concentraciones traza y
algunos factores de crecimiento como aminoácidos, vitaminas u otras moléculas
orgánicas (Castrejón, Sanchéz, & Ortíz, 2004).
Los Pseudomonas, igual que todos los organismos, necesitan humedad para
crecer, ya que se componen por más de un 80% de agua. Por lo tanto, es importante
mantener el contenido de humedad a un nivel adecuado este es de 50 a 80%. La acidez
o alcalinidad de una solución afecta el crecimiento de los microorganismos. La mayoría
de las bacterias crecen de manera óptima, en un rango de 6.5 a 7.5, aunque hay
excepciones. La temperatura óptima para el crecimiento de las bacterias aisladas del
suelo es entre 20 y 25°C (Castrejón, Sanchéz, & Ortíz, 2004).

Las cepas de Pseudomonas son agentes activos de la mineralización de materia
orgánica y también son responsables de la descomposición de la comida. El género
incluye especies patógenas para el hombre, animales domésticos y cultivos. La
morfología básica de las Pseudomonas comunes son bacterias en forma de bacilos rectos
o ligeramente curvos en un plano, presentan flagelos polares y ausencia de esporas (
Universidad México Americana del Norte, 2013).
Varias especies del género Pseudomonas participan activamente en el ciclo del
carbono en la naturaleza, por lo que se les considera entre los organismos aerobios más
versátiles en la degradación de muchos compuestos orgánicos de bajo peso molecular.
Estos compuestos se encuentran como tales en el medioambiente natural o como unidades
de compuestos de alto peso molecular. Con algunas excepciones, las Pseudomonas no
son muy activas en la hidrolisis de moléculas grandes, pero toman ventaja de las
capacidades hidrolíticas de otros organismos, como hongos o actinomicetos. Otros
miembros del género pueden producir metabolitos de valor biotecnológico (Garcia &
Guerrero, 2010).

27

3.2

Marco legal

Tabla 2. Marco legal

Norma

Quien la Expide

Aplicación

Decreto 2041 de Ministerio de Ambiente y Corresponde a las Corporaciones Autónomas
Desarrollo Sostenible.
Regionales en su respectiva Jurisdicción
2014
otorgar Licencia Ambiental para el transporte
y almacenamiento de plaguicidas, así como
para las pistas de fumigación.
Decreto 1443 de Ministerio de Ambiente y Por el cual se reglamenta parcialmente el
Desarrollo Sostenible.
Decreto- ley 2811 de 1974, la Ley 253 de
2004
1996, y la Ley 430 de 1998 en relación con la
prevención y control de la contaminación
ambiental por el manejo de plaguicidas y
desechos o residuos peligrosos provenientes
de los mismos, y se toman otras
determinaciones.
Resolución 3759 Instituto
Colombiano Por la cual se reglamenta el Registro y
Agropecuario ICA
Control de los Plaguicidas Químicos de uso
de 2003.
Agrícola.
Resolución 630 Instituto
Colombiano Por la cual se adopta el Manual Técnico
Agropecuario ICA
Andino para el Registro y Control de
de 2002
Plaguicidas Químicos de Uso Agrícola.
Política
de Consejo
Nacional Esta política contempla dentro de sus
estrategias "promover la autorregulación y la
Producción más Ambiental Julio de 1998
autogestión", en desarrollo de dicha
Limpia de 1998
promoción, se suscribieron entre el gobierno
y los empresarios afiliados a la Asociación
Nacional de Industriales, los siguientes
convenios: Concertación para una Producción
más Limpia y Concertación para una
producción más limpia con el subsector de
plaguicidas.
Política de Uso y Consejo
Nacional Tiene por objetivo general prevenir y
minimizar los impactos y riesgos sobre los
Manejo
de Ambiental Julio de 1998
seres humanos y el medio ambiente, que
Plaguicidas de
pueden ocasionarse en las diferentes etapas
1998
del ciclo de vida de los plaguicidas.
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Norma

Quien la Expide

Aplicación

Resolución No. Instituto
Colombiano Por la cual se dictan disposiciones sobre la
Agropecuario ICA Octubre industria, comercio y aplicación de
3079 de 1995
19 de 1995
bioinsumos y productos afines, de abonos o
fertilizantes, acondicionadores de suelo y
plaguicidas.
Resolución No. Ministerio de Salud
Por la cual reglamenta parcialmente el
capítulo iii del decreto 1843 /91 (se amplía la
10834 de 1992
categorización toxicológica y los criterios de
clasificación).
Decreto
No. Presidencia de la República Por el cual se reglamentan parcialmente los
títulos III, V, VI, VII y XI de la ley 09 de
1843 de 1991
1979, sobre uso y manejo de plaguicidas.
Decreto 775 de Ministerio de Salud
Uso y manejo de plaguicidas.
1990
Ley 9 de 1979

Congreso de la República

136 a 144 a regular lo relativo a su transporte,
almacenamiento,
uso,
comercio
y
distribución, estableciendo normas para la
salvaguarda de la salud y la seguridad de las
personas. Igualmente, establece la obligación
de expedir registro en los casos de
importación, fabricación o comercio de
cualquier tipo de plaguicidas, y consagra
obligaciones de tipo sanitario para los
fabricantes, formuladores, envasadores o
manipuladores de este tipo de sustancias.

Fuente. Molano, 2016.
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4

Metodología

Este capítulo describe las actividades desarrolladas para: la búsqueda de posibles
microrganismos degradadores de carbofurano, el aislamiento de Pseudomonas
proveniente de un cultivo de papa en Cogua- Cundinamarca, enfrentamiento de una cepa
aislada y de una cepa ATCC 9027 y establecimiento de los niveles de tolerancia del
microorganismo evaluado frente a las diferentes concentraciones de carbofurano
establecidas para la prueba piloto.

Es importante aclarar que esta prueba piloto se llevó a cabo en el Centro
Tecnológico de Ambiente y Sostenibilidad de la sede Candelaria de la Universidad de La
Salle, para el caso de la identificación bioquímica se realizó en laboratorio (LIS)
Laboratorio Integrado de Salud sede Floresta de la Universidad de La Salle donde se
encuentra el equipo VYTEK®.
A continuación, se describe los procedimientos realizados para cada una de las
fases anteriormente nombradas.

FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.

Para el desarrollo de esta fase se realizó una investigación bibliográfica orientada
hacia la búsqueda de microorganismos potencialmente degradadores de carbofurano; el
rastreo de la información se realizó entre los meses de abril a mayo en las bases de datos
Scopus (scimago), Sience direct y EBSCO con la palabra clave carbofurano. Se encontró
un total de 11 revistas clasificadas así: Q1, FEMS Microbiology Reviews de Reino
Unido, Journal of Bacteriology de Estados Unidos, Critical Reviews in Biotechnology
de Reino Unido, Applied and Environmental Microbiology de Estados Unidos; Q2,
Journal of Microbiology and Biotechnology de Korea, Water Science and Technology de
Reino Unido, Journal of Environmental Science and Health - Part B Pesticides, Food
Contaminants, and Agricultural Wastes de Estados Unidos, Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology de Reino Unido, FEMS Microbiology Letters de Reino
Unido y Q3 Biotechnology and Applied Biochemistry de Estados Unidos, Revista
Internacional de Contaminacion Ambiental de México.
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La búsqueda bilbiográfica se realizó desde el año 1980 hasta ahora, los artículos
consultados corresponden a investigaciones realizadas en 5 universidades o centros de
investigación de 2 países.
La mayor cantidad de artículos se recuperó de FEMS Microbiology Reviews,
revista rankeada según scimago en Q1 y artículos clasificados como artículos de alto
impacto.

FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp.

Se realizó un muestreo de suelos según la metodología del Ministerio de
Ambiente para Suelos Contaminados (Anexo 1). El muestreo que se realizó fue un
muestreo de identificación (MI) según (Ministerio de Ambiente Perú, 2014) donde el
nivel el límite de confianza se garantizó muestreando un número mínimo de puntos de
muestreo teniendo como base la siguiente tabla 3. Se realizó esta metodología puesto que
en Colombia no existe una guía para suelos contaminados específica, solo la NTC 3656
del ICONTEC, pero no aplica a la investigación dada el área tan pequeña de muestreo.

Tabla 3. Número mínimo de puntos de muestreo para el muestreo de identificación

Fuente. (Ministerio de Ambiente Perú, 2014)
El número de puntos de muestreo fue de 4 puesto que el área del cultivo
referenciado es de: 300 m2 o sea 0,03 Ha. Luego de elegir los puntos de muestreo fue
necesario establecer la distribución para la extracción las muestras de suelo utilizando
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una rejilla regular. Esta rejilla tuvo distancias de: 30 cm x 30 cm debido a que el terreno
mide 15 m ancho x 20m largo.
Se seleccionó una muestra superficial teniendo en cuenta que en el horizonte
superficial del suelo existen procesos de degradación por invertebrados, hongos y
bacterias heterotrófas como las Pseudomonas generando materia orgánica, aparte de
generar una degradación, pueden controlar patógenos que afectan a las plantas en la
rizósfera (Ruiz, 2007).
Dicho lo anterior los microorganismos están presentes tanto en la capa superficial
como alrededor de las raíces de las plantas, en este caso la raíz de la papa puede ser
máximo de 30 cm. Para seleccionar la profundidad se tuvo en cuenta la siguiente tabla
(Ruiz, 2007):
Tabla 4. Profundidad del muestreo según el uso del suelo

Fuente. (Ministerio de Ambiente Perú, 2014)
Luego del muestreo se realizaron parámetros fisicoquímicos primarios como pH,
Humedad y temperatura, secundarios como fósforo y nitrógeno.
Según la tabla 4, de acuerdo al uso del suelo en este caso agrícola, se seleccionó
una profundidad media de 15 cm. Al extraer las muestras su utilizo palas y baldes, fue
necesario homogenizarlas a partir de un tamiz 2 mm, generando una muestra compuesta
que fue trasladada al laboratorio de la Universidad de La Salle; se usaron 100gr de suelo,
50 gr para la muestra y lo restante se reservó como contramuestra (Anexo 2 cadena de
custodia). Los 50 gr de muestra, se agregaron a un recipiente ámbar de 450 ml con agua
peptonada, al 15% la cual contenía cloruro de sodio y peptona, que ocasiona un
preenriquecimiento y permite la bioaumentación de la población existente.
Posteriormente se agitó continuamente en un Shaker Thermo Scientific a una velocidad
de 180 rpm y temperatura ambiente, esto con fin de recrear las mismas condiciones que
tienen en el suelo por un periodo de 5 días, en condiciones estériles.
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Figura 1. Shaker Thermo Scientific (Florez, 2016).

Al tener la muestra homogenizada, se realizaron las respectivas disoluciones
seriadas (-1,-2,-3) con siembra en superficie en Standar Plate Count (SPC) que permite el
crecimiento de mesófilos aerobios (Anexo 3) y posteriormente en agar Cetrimide medio
diferencial para el crecimiento de Pseudomonas (Anexo 4).

Figura 2. Disoluciones Seriadas (Florez, 2016).

Figura 3. Agar Cetrimide y Agar SPC (Florez, 2016).
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Al finalizar la siembra tanto en agar SPC como en agar Cetrimide, se incubo por
8 días a 37°C, se realizó el conteo de mésofilos totales presentes en la muestra y se realizó
la siembra en agar Cetrimide esperando obtener presencia de Pseudomonas en el suelo.
FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada

La identificación bioquímica se realizó para la cepa aislada en medio Cetrimide y
que macroscópica y microscópicamente se consideró presuntiva de Pseudomonas sp.
Macroscópicamente se buscó una morfología elevada con colores que a menudo
presentan un brillo metálico o colores de acuerdo a la pigmentación como amarilloverdoso, azul-verdoso, rojo, naranja o verde. En la parte microscópica de acuerdo a la
tinción de Gram se buscó, una coloración rosada-roja y de cuerpo alargado con un flagelo,
estas características según (Ruiz, 2007). Posteriormente se realizó el montaje en el equipo
VYTEK® systems 07.01 y se utilizó una tarjeta (GN) que es la recomendada para
microorganismos Gram negativos.

FASE IV Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano

Se preparó el agar mínimo de sales con Na2HPO4, KH2PO4, NaCl, NH4Cl,
MgSO4, glucosa (Anexo 5). Este agar permitió que las Pseudomonas sp. contaran con los
iones necesarios para poder metabolizar el carbofurano como única fuente de carbono y
nitrógeno.

Figura 4. Agar Mínimo de Sales (Florez, 2016)
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Las concentraciones fueron 100 ppm, 80 ppm, 75 ppm, 26.1 ppm y 13.6 ppm,
estas fueron tomados a partir del estudio realizado por (Eissa, 2006).

Figura 5. Concentraciones de carbofurano (Florez, 2016).

Con el fin de establecer una concentración conocida de microorganismos al inicio
de la prueba se tomó como patrón el estándar 7 de Mac Farlan lo que indica una
concentración aproximada de 2.1x109 ufc/ml. Luego se procedió a la siembra en placa
por extensión de 100 µl en agar mínimo de sales. Las concentraciones se colocaron por
encima de la siembra masiva a través de 5 sensidicos por cada concentración y se
colocaron con pinzas estériles dentro de las cajas de Petri, 4 en la periferia y 1 en el centro.
Este procedimiento se realizó por triplicado para cada concentración y al mismo tiempo
para la Pseudomonas aislada y la de control, que en este caso es una cepa ATCC.

Figura 6 . Pseudomonas con sensidiscos (Florez, 2016).
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Los controles que se tuvieron para la prueba constaron de un control positivo el
cual fue colocar una cepa degradadora de Pseudomonas ATCC 9027 con sensidiscos
humedecidos por cada concentración carbofurano y el control negativo fue colocar la
cepa de Pseudomonas en el agar mínimo de sales sin carbofurano, es decir sensidiscos
humedecidos con agua destilada. Por último se estableció la máxima degradación de
carbofurano por presencia -ausencia de crecimiento, se monitoreó durante 20 días a 37°C.
En total se realizaron 34 pruebas, 3 pruebas por concentración, para un total de 30 cajas
y 4 controles por cepa. Luego de obtener resultados sobre la máxima tolerancia en agar
mínimo de sales, se repitió una prueba en medio líquido incubado 20 días a 37°C, es decir
el medio mínimo de sales igual al del medio sólido, la concentración de microorganismos
de acuerdo al estándar de Mc Farland establecida de 2.1x109 ufc/ml y la concentración
máxima

encontrada

previamente,

para

confirmar

resultados

se

utilizó

el

espectrofotómetro 20 GENESYS a una longitud de onda de 540nm.
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Fase I. Búsqueda
Bibliográfica

Fase II.Aislamiento de
Pseudomonas Sp.

Actividad 1. Búsqueda de
posibles microorganismos
degradadores de Carbofurano.

Actividad 1. Muestreo de
suelos contaminados según la
metodologií del Ministerio de
Ambiente y Desarrollo
Territorial
Actividad 2. Pesaje de 50gr
suelo

Actividad 3. Montaje de suelo y
agua peptonada al 15%.
Actividad 4. Homogenizar
muestra en Shaker Thermo
Scientific
Actividad 5. Preparación de
disoluciones seriadas. (-1,-2,-3)

Fase III. Identificación
bioqímica de la cepa
Pseudomona aislada de suelo

Fase IV. Enfrentamiento a
concentraciones de
Carbofurano

Actividad. Pase de agar
Cetrimide a agar Tripticasa.

Actividad 1. Siembra en medio
mínimo de sales.

Actividad 2. Coloración de
Gram

Actividad 2. Establecimiento y
preparación de concentraciones
según lo plantea Eissa et al,
2006.

Actividad 3. Siembra en
superficie, incubada a 37°C
durante 16 horas.

Actividad 3. Montaje de
controles y prueba piloto.

Actividad 4. Montaje de
VYTEK utilizando tarjeta Gram
negativa (GN)

Actividad 4. Evaluación de
cada concentración por
triplicado.

Actividad 5. Lectura del
VYTEK y confirmación de la
identidad de Pseudomonas sp.

Actividad 5. Evaluación final
de la tolerabilidad en medio
sólido y líquido.

Actividad 6. Aislamiento en
medio diferencial (SPC) y
selectivo (Cetrimide).
Actividad 7. Conteo de
mesófilos totales.

Figura 7.Descripción de fases del proyecto (Florez, 2016)
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5

Resultados

FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.

De acuerdo con la revisión de Castellanos y Rache en 2013 se encontró que los
microorganismos que pueden degradar carbofurano están divididos en varios grupos.
Bacterias Gram negativas como Rhizobium sp, Sphingomonas sp, Novosphingobium sp,
Sphingobium sp, Bosea spp, Pseudomonas sp, Burkholderia sp, Flavobacterium sp.
Bacterias Gram positivas como Micrococcus sp, Rhodococcus sp y Microbacterium sp.
Por otro lado, se han reportado diversos hongos degradadores de plaguicidas Nmetilcarbamatos como Mucor ramanianus, Aspergillus niger, Gliocladium sp. Y
levaduras como Pichia anomala, capaces de degradar carbofurano como única fuente de
carbono y/o de nitrógeno (Castellanos & Rache, 2013).
De acuerdo a lo reportado por Dong-Hyeon et al en 2012, dice que a partir del
aislamiento de 37 microorganismos en suelos contaminados con carbofurano, se encontró
que existían géneros de microorganismos como Sphingomonas, Sphingobium,
Rhodococcus, Bosea, y Microbacterium. Se realizaron diferentes grupos para determinar
la rapidez de degradación del contaminante. Para los grupos de Sphingomonas y
Sphingobium (Gram negativas) la tasa de degradación fue alta, para Rhodococcus (Gram
positiva) la tasa de degradación fue media y Bosea y Microbacterium (Gram Positivas) la
tasa de degradación fue muy baja. El resultado de este estudio permitió resaltar que la
ruta de degradación de carbofurano es hidrolítica, para el género Gram negativas lo que
permite una mineralización del carbofurano pasando por Carbofurano 7-fenol seguido de
3-(2-Hidroxi-2-metilpropil)benceno-1,2-diol. Los géneros Sphingomonas y Sphingobium
utilizan el 7-Fenol como fuente de carbono. Las Gram positivas como las Rhodococcus
producen un metabolito rojo pero no pueden degradar el 7-fenol. (Dong- Hyeon, DongUK, Chin-Nam, Hong-Gyu, & Jong-Ok, 2012)
En cuanto a hongos, los autores (Seo, Jeon, Kang, Han, Hur, & Kim, 2007)
afirman que el hongo M. ramannianus puede degradar el carbofurano hasta 7-Fenol por
hidrólisis y en el intermedio de la reacción se produce otros metabolitos pero no llega a
la metabolización completa del contaminante. Además Abd et al en 2012 aislaron
especies de hongos como: Trichoderma spp. including T. harzianum y T. viride,
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Aspergillus niger, Fusarium oxysporum y Penicillium cyclopium. Los resultados indican
que Trichoderma spp utilizaron el carbofurano como fuente de carbono y nitrógeno (Abd,
Abod-El-Seoud, Ibrahim, Helal, & Kassem, 2012).
De acuerdo a la revisión planteada por (Qui-Xiang, Qing, Peng, Xiao-Jun , YuJia, & Shun-Peng, 2007) para las bacterias Gram negativas plantean que el carbofurano
puede ser degradado por vía hidrolítica a carbofurano 7-fenol por algunos
microorganismos, por otro lado el carbofurano 7- fenol puede ser degradado por las
Sphingomonas produciendo el metabolito 2-hidroxi-3-(3-metilpropan-2-ol) fenol,
llegando hasta un metabolito rojo. A parte el Carbofurano puede ser degradado por vía
oxidativa en el anillo de benceno o el anillo furano para dar como resultado 3hidroxicarbofurano, carbofurano 3-ceto, 3-hidroxicarbofurano, 4-hidroxicarbofurano,
furano 5-hydroxycarbofurano.

Retomando la degradación de carbofurano por bacterias Gram negativas
conforme a la revisión de Castellanos y Rache en 2013, tomada de la investigación de
(Chaundry & Ali, 1988), se aislaron microorganismos con capacidad degradadora de
carbofurano en suelos con previa historia de aplicación en Florida, EE.UU. Se aislaron
15 posibles microorganismos degradadores de este compuesto, 6 microorganismos
utilizaron el pesticida como fuente de nitrógeno y 9 microorganismos lo utilizaron como
fuente de carbono. Además confirmaron que existen microorganismos degradadores de
carbofurano, en suelos donde existía una historia de aplicación del pesticida y descartaron
muchos microorganismos tomados de suelos donde no existía una aplicación del pesticida
(Castellanos & Rache, 2013).
Se encontró que muchas de las especies aisladas fueron confirmadas como
Pseudomonas o Flavobacterium, las bacterias de este género se encuentran comúnmente
en aguas residuales, suelo y agua y son responsables de la degradación de compuestos
xenobióticos en el ambiente. Para obtener los resultados, se realizaron 3 grupos, el grupo
I correspondió a seis aislamientos bacterianos que fueron capaces de hidrolizar el
carbofurano a carbofurano 7-fenol y metilamina, utilizando esta última como única fuente
de nitrógeno. El grupo II correspondió a siete bacterias que hidrolizaron carbofurano a
carbofurano 7-fenol y metilamina usando esta última como única fuente de carbono. El
grupo III correspondió a dos aislamientos bacterianos, caracterizados los cuales
mineralizaron el contaminante tomando el carbono y el nitrógeno del anillo aromático,
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pero se encontró que eran incapaces de crecer a partir de carbofurano 7-fenol y
metilamina como única fuente de carbono y nitrógeno respectivamente, lo cual sugirió
que podrían degradar carbofurano por vía oxidante.
Experimentos posteriores determinaron que Pseudomonas sp. 50432, posee
ambos mecanismos de degradación de carbofurano (oxidante e hidrolítico), concluyendo
que el mecanismo oxidante, dado por una enzima hidroxilasa, es de carácter inducible y
convierte el carbofurano en un metabolito identificado como 4-hidroxicarbofurano, que
a su vez es degradado a otros metabolitos aún no conocidos, hasta alcanzar la
mineralización completa (Castellanos & Rache, 2013). El mecanismo oxidativo de las
Pseudomonas sp permite que la degradación del carbofurano sea más efectivo como es
en el caso del estudio de (Chapalamadugu & Chaudhry, 1992), en este se utilizó el anillo
(14C) como fuente de carbono y en 1 hora el 40% se convirtió en CO2 y no se registró
ningún metabolito durante la reacción. Otro ejemplo de la efectividad de la degradación
de las Pseudomonas lo realizó Feslot et al en 1981, los resultados que se obtuvieron
fueron que las Pseudomonas degradó el 99.5 % de carbofurano luego de la incubación
por 48 horas. (Felsot, Maddox, & Bruce, 1981)
Ampliando más sobre de la actividad hidrolítica y oxidativa de las Pseudomonas,
se encontró que Chaundry et al en 2002a estableció que la actividad hidrolítica para la
transformación del carbofurano

predominantemente (86%) es en la fracción

citoplásmica, y una actividad menor (14%) se asocia con membranas, esto ocurre porque
el citosol es una matriz acuosa que rellena toda la célula y contiene todos los organelos,
dentro de sus principales funciones esta, realizar varios procesos metabólicos mediante
enzimas, dentro de los procesos se encuentra la glucolisis, fermentación láctica,
biosíntesis entre otros (Aparicio, 2014). Esta actividad es realizada por las Pseudomonas
mediante una esterasa (enlace éster de carbofurano) en lugar de una amidasa (enlace
amida de carbamato) y según esto las Pseudomonas son más efectivas para desintoxicar
los residuos de pesticida (Chaundry, Mateen, Kaskar, Bloda, & Riazuddin, 2002a).
En la siguiente figura 8 se observa los metabolitos derivado de las reacciones de
degradación por todos los tipos de microorganismos nombrados anteriormente, dejando
claro que la variabilidad de metabolismos genera varios metabolitos y es así como los
microorganismos pueden degradar el contaminante.
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Figura 8.Rutas metabólicas (Castellanos & Rache, 2013).

La reacción a) es la degradación hidrolítica que pueden realizar todos los
microorganismos (Gram positiva, Gram negativa y hongos).
b) Reacción realizada por la Pseudomonas vía oxidativa.
c) Ruta realizada por Sphingomonas.
d) Ruta realizada por Novosphingobium.
e) Ruta realizada por Rhodococcus (Gram positiva) la cual produce un metabolito
rojo.
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De acuerdo a Chaundry et al en 2002b, dicen que las enzimas para la degradación
de carbofurano son inducibles, puesto que en su estudio muestran que las tasas de
degradación ocurrieron en un menor tiempo cuando estas enzimas eran inducidas, que
cuando no eran inducidas. La primera enzima que se forma de manera oxidativa es la
hidroxilasa, la cual convierte el carbofurano a 4-hidroxicarbofurano y que incluye
NADPH como un cofactor para esta actividad. Además de generar el 4hidroxicarbofuran, la reacción produce dos metabolitos C y D, donde el metabolito D
posiblemente es el que permite la ruptura del anillo de benceno (Chaundry, y otros,
2002b).

FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp.

A continuación se muestran las características físico-químicas para la muestra
obtenida del suelo cultivado con papa proveniente de la finca ubicada en el municipio de
Cogua– Cundinamarca. Se utilizaron los métodos estipulados por la Universidad
Nacional de Colombia, con una sola repetición.
Tabla 5 Parámetros fisicoquímicos cultivo de papa contaminado con carbofurano.
Parámetro

Resultado

Temperatura (°C)

20

pH

6,8

Fosforo (mg/kg)

42.4

Nitrógeno (%)

0.46

Humedad (%)

52%

Fuente: Laboratorio de Aguas y Suelos Universidad Nacional de Colombia, 2016.

En la tabla 5 se encuentran los resultados obtenidos de los parámetros para el
crecimiento de microorganismos. Las pruebas fueron realizadas en laboratorio de Aguas
y Suelos, Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia. (Anexo 6)
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Luego de realizar la siembra en el agar SPC (Standard Plate Count) el cual
permitió el crecimiento de mesófilos aerobios, se obtuvo un conteo total de 91x104 ufc/g
de suelo.
El aislamiento de la cepa Pseudomonas se pudo lograr utilizando el agar
Cetrimide, además de la confirmación de las características macro y microscópicas en la
metodología posterior a esto se realizó la prueba bioquímica.

FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada

La identificación bioquímica de la cepa se realizó mediante el equipo VYTEK®,
disponible en el Laboratorio Integrado de Salud LIS ubicado en la Sede Floresta de la
Universidad de La Salle, el resultado de la cepa aislada del suelo fue Pseudomonas
aeruginosa. (Anexo 7)

FASE IV Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano

Para el enfrentamiento se tuvo en cuenta la cepa confirmada por VYTEK® y una
Pseudomonas ATCC 9027 como control, se hizo siembra en agar mínimo (ANEXO 5)
de sales de 17 cajas por cada microorganismo. 15 para las concentraciones por triplicado,
un control positivo y uno negativo por triplicado. En la siguiente tabla 6 se identifica la
medida y la cantidad de halos por concentración, además de la cantidad de cajas que
presentaron halos en medio sólidos.
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Tabla 6. Resultados a diferentes concentraciones

Cepa

Concentración

Diámetro

Cantidad

halo(mm)

Halos

con halos

100 ppm

2,5

1

1/3

80 ppm

1,5

1

1/3

75 ppm

2

2

2/3

1

3

26,1 ppm

1

3

1/3

13,1 ppm

1

1

1/3

Pseudomonas

100 ppm

3

1

1/3

ATCC

80 ppm

2

4

1/3

75 ppm

3

3

2/3

2

2

75 ppm (2)

2

1

26,1 ppm

1

4

1

1

1

2

Pseudomonas suelo

13,6 ppm

de Cantidad de cajas

2/3

1/3

Fuente. (Molano, 2016)
*(2): Representa la repetición 2 en la concentración 75 ppm
Resultados Cepa Aislada
En la siguiente figura se puede observar la cantidad de halos por cada
concentración y clasificados según el diámetro.
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Tolerancia de la Pseudomonas aislada de suelo a las diferentes
concentraciones evaluadas en medio sólido
3

Halo(mm)

2,5
2
1,5
1
0,5
0
100

80

75

75

26,1

13,1

Concentración (mg/l)

Figura 9. Concentración Vs. Halos (mm) (Cepa Aislada) (Molano, 2016).

Teniendo en cuenta las concentraciones evaluadas, hasta 75 ppm se obtuvo
únicamente un halo; a partir de las concentraciones de 100 ppm y 80 ppm se identifica
que aumenta el diámetro de los halos lo que permite pensar que Pseudomonas no presenta
una tolerabilidad a altas concentraciones, puesto que su metabolismo no asimila el
carbofurano. Respecto al diámetro se puede decir que predominaron los halos de 1mm
frente a los de 2mm y 2,5mm.

Resultados Cepa ATCC
En la siguiente figura 10 se puede observar la cantidad de halos por cada
concentración y clasificados según el diámetro.
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Tolerancia de la Pseudomonas ATCC 9027 de suelo a las
diferentes concentraciones evaluadas en medio sólido
3,5
3

Halo(mm)

2,5
2
1,5
1
0,5
0
100

80

75

75

75

26,1

26,1

13,1

Concentración (mg/l)

Figura 10. Concentración Vs Halo (mm) (Cepa ATCC 9027) (Molano, 2016).

De acuerdo a la figura 10 es claro que las concentraciones 26,1ppm y 75 ppm
presentan una mayor cantidad de halos a diferencia de las concentraciones altas como 80
ppm y 100 ppm. Al igual que la cepa asilada del suelo sólo puede asimilar 75 ppm debido
a que la baja disponibilidad de nutrientes asimilables genera un efecto inhibidor en
concentraciones entre 80 ppm y 100 ppm.
De acuerdo con los resultados anteriores para las dos cepas de Pseudomonas se
decidió realizar una prueba en medio líquido donde se utilizó la concentración de 75 ppm
para determinar el máximo crecimiento de bacterias, puesto que los resultados en placa
arrojaron una concentración máxima de tolerancia de 75 ppm, pero no indican un
crecimiento cuantitativo de bacterias.

Prueba en Medio Líquido

Cuando se realizó la prueba en medio líquido fue necesario cuantificar la cantidad
de bacterias que iban creciendo a través de los 20 días de incubación; la cuantificación se
realizó por espectrofotometría, en la cual se midió la absorbancia (A) de las suspensiones
bacterianas. Cuantas más células haya más luz se dispersa y más turbia aparece la
suspensión. Los resultados se expresaron en valores de absorbancia, las mismas que son
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proporcionales a la masa celular y también al número de células (Madigan, Martinko , &
Parker, 1999).
Para establecer la cantidad de bacterias fue necesario realizar una curva patrón
que reflejó por turbidez la concentración específica de bacterias, se tomó como estándar
el patrón de McFarland, las soluciones de los 10 tubos se leyeron en el espectrofotómetro
utilizando como blanco agua destilada. Las lecturas se hicieron a una longitud de onda de
540nm en el rango visible, la misma que se utilizó para la lectura del medio líquido
(Posada Uribe & Mosquera López, 2007).
Con los datos de las absorbancias que se presentan en la tabla 7, se realizó la
figura 11 colocando en las abscisas el número aproximado de bacterias y en las ordenadas
las absorbancias registradas. Después se obtuvo la ecuación de la gráfica para posterior
interpolación con las absorbancias de los medios de cultivo y poder determinar la
concentración de bacterias existentes en los diferentes medios.

Tabla 7. Patrón de McFarland
Concentración

Absorbancia

(10^8 UFC/ml)
3

0,239

6

0,265

9

0,341

12

0,377

15

0,464

18

0,498

21

0,553

24

0,612

27

0,661

30

0,681

Fuente. Molano, 2016
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Absorbancia

Curva de calibración pra los patrones de turbidez según
McFarland
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0

y = 0,0175x + 0,1802
R² = 0,9917

0

3

6

9

12

15

18

21

24

27

30

33

N° Aproximado de bacterias 108 UFC/ml

Figura 11 Curva de McFarland (Molano, 2016)
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Las tablas 8 y 9, representan respectivamente las absorbancias de los ensayos que se registraron con el espectrofotómetro a una longitud de onda
de 540 nm y las concentraciones de bacterias que se establecieron mediante la ecuación de la curva obtenida en McFarland.
Tabla 8. Absorbancias de cepas a 75 ppm
Tiempo

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Cepa
Aislada

ATCC

0,357

0,311

0,335

0,347

0,375

0,417

0,451

0,447

0,432

0,443

0,425

0,412

0,325

0,342

0,387

0,429

0,441

0,43

0,44

0,45

0,432

0,421

0,347

0,369

0,4

0,418

0,45

0,428

0,423

0,444

0,45

0,447

0,232

0,245

0,239

0,276

0,281

0,324

0,361

0,328

0,372

0,329

0,259

0,271

0,263

0,284

0,297

0,338

0,322

0,341

0,335

0,342

0,264

0,269

0,257

0,279

0,284

0,331

0,347

0,339

0,353

0,34

Control Aislada

0,358

0,381

0,397

0,419

0,432

0,456

0,463

0,453

0,461

0,453

0,448

Control ATCC

0,315

0,336

0,351

0,362

0,371

0,394

0,423

0,437

0,435

0,428

0,424

Fuente. Molano, 2016.
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Tabla 9. Concentración aproximada de Bacterias (108 UFC/ml)
Tiempo

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Cepa
Aislada
10,10

ATCC
7,47

8,85

9,53

11,13

13,53

15,47

15,25

14,39

15,02

13,99

13,25

8,27

9,25

11,82

14,22

14,90

14,27

14,85

15,42

14,39

13,76

9,53

10,79

12,56

13,59

15,42

14,16

13,87

15,07

15,42

15,25

2,96

3,70

3,36

5,47

5,76

8,22

10,33

8,45

10,96

8,50

4,50

5,19

4,73

5,93

6,67

9,02

8,10

9,19

8,85

9,25

4,79

5,07

4,39

5,65

5,93

8,62

9,53

9,07

9,87

9,13

Control Aislada

10,16

11,47

12,39

13,65

14,39

15,76

16,16

15,59

16,05

15,59

15,30

Control ATCC

7,70

8,90

9,76

10,39

10,90

12,22

13,87

14,67

14,56

14,16

13,93

Fuente. Molano, 2016.
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Las figuras 12 y 13 representan el crecimiento bacteriano de cada una de las cepas, está
representado el control y las tres réplicas de la prueba a 75 ppm
C r e c i mi e n t o d e l a c e p a P s e u d o m o n a s a i s l a d a d e l s u e l o a 7 5
p p m e n e l t i e mp o
Tubo 1

Tubo 2

2

4

Tubo 3

Control Aislada

18,00
16,00

UFC/ML

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
0

6

8

10

12

TIEMPO(DÍAS)

Figura 12. Crecimiento Bacteriano Cepa Aislada (Pseudomonas aeruginosa) (Molano,
2016).

C r e c i mi e n t o d e l a c e p a P s e u d o m o n a s A T C C 9 0 2 7 a 7 5 p p m e n
e l t i e mp o
Tubo 1

Tubo 2

Tubo 3

Control ATCC

2

4

6

8

16,00
14,00

UFC/ML

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0

10

12

TIEMPO (DÍAS)

Figura 13. Crecimiento Bacteriano Cepa ATCC 9027 (Molano, 2016).
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6

Discusión de resultados

FASE I. Búsqueda de posibles microorganismos degradadores de carbofurano.

De acuerdo a lo planteado por (Castellanos & Rache, 2013), (Chaundry & Ali,
1988), (Dong et al, 2012), y (Quinchía et al, 2006), es claro que existen tres grupos de
microorganismos que degradan carbofurano, las bacterias Gram positivas, bacterias Gram
negativas y hongos.
Por un lado y de acuerdo a lo planteado por (Dong- Hyeon, Dong-UK, Chin-Nam,
Hong-Gyu, & Jong-Ok, 2012), determinaron que existen cuatro especies entre Gram
positivas y Gram negativas que son: Sphingomonas, Sphingobium, Rhodococcus, Bosea,
y Microbacterium que degradan de manera lenta, media y baja el carbofurano,
determinaron que la ruta de degradación de carbofurano es hidrolílica, para el género
Gram negativas lo que permite la generación de los productos carbofurano 7-fenol
seguido de 3-(2-Hidroxi-2-metilpropil)benceno-1,2-diol y para las Gram positivas como
las Rhodococcus como producen un metabolito rojo pero no pueden degradar el 7-fenol.
En hongos se determinó que M. ramannianus puede degradar el carbofurano hasta
7-Fenol por hidrólisis y en el intermedio de la reacción se produce otros metabolitos pero
no llega a la metabolización completamente del contaminante.
Y por último las bacterias Gram negativas, según lo planteado por (Chaundry &
Ali, 1988) encontraron que las Pseudomonas hidrolizan el carbofurano a carbofurano 7fenol y metilamina, la metilamina como fuente de carbono y nitrógeno, en otros casos
pueden tomar el carbono y el nitrógeno del anillo aromático. Por otro lado existe otra
ruta de degradación de carbofurano de manera oxidativa la cual genera 4hidroxicarbofuran, utilizando una enzima hidroxilasa.
Es así como los microorganismos con más actividad metabólica para la
degradación del carbofurano son las Pseudomonas según lo mencionado anteriormente,
lo que las hace más efectivas para la reducción del contaminante llegando incluso a
romper el anillo aromático. Además las Pseudomonas pueden crecer en cualquier tipo de
medio, consumiendo sustratos como azucares, aminoácidos, alcoholes, hidrocarburos y
plaguicidas, esta versatilidad las hace las bacterias ideales para la degradación de
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carbofurano. Por otro lado estas bacterias generan biosurfactantes que disminuyen la
tensión superficial del agua promoviendo la biodegradabilidad.

FASE II. Aislamiento de Pseudomonas sp.

El suelo es el hábitat ideal para el desarrollo de los microorganismos por su
estructura, donde el agua y el oxígeno son la base para el desarrollo de estos. Las bacterias
son las más numerosas en el suelo, estas constituyen entre el 80 y 90% de los
microorganismos que hay en el suelo, este grupo tiene gran diversidad metabólica donde
se utiliza un amplio rango de enzimas que pueden degradar químicamente una gran
variedad de compuestos orgánicos (Laich, 2011). La cantidad de mesófilos encontrados
en la muestra de suelo contaminado con carbofurano fue de 91x104 ufc/g, teóricamente la
cantidad de mesófilos en suelo debe estar por encima de 1x106 ufc/g (Dueñas & Santos,
2006). El recuento bajo que se obtuvo se debe a la presencia de una concentración alta de
carbofurano, puesto que al ser un compuesto tóxico, éste disminuye considerablemente
la población, además genera una disminución en la capacidad del metabolismo, donde
solamente los microorganismos que logren adaptarse y modificar su metabolismo son los
que sobreviven.
De acuerdo con los resultados de los parámetros fisicoquímicos temperatura y pH,
los microorganismos fueron aislados a una temperatura de 20°C asegurando que son
mesófilos puesto que estos crecen a temperaturas mínimas de 10°C y un máxima de 50°C,
con una temperatura ideal de crecimiento de 37°C (Tortora, Funke, & Case, 2007). Por
otro lado el resultado de pH fue de 6.8 permitiendo un crecimiento ideal de mesófilos en
suelo porque las bacterias toleran un rango de pH entre 3 y 10, sin embargo la mayoría
de bacterias en suelo tiene un óptimo desarrollo en reacciones neutras (Blasco, 1970) es
decir que el pH es óptimo no solo para el crecimiento de los microorganismos sino del
cultivo de papa.
A pesar de que los parámetros como el pH y la temperatura son adecuados para
el crecimiento de los mesófilos en suelo, el conteo registró una población baja, puesto
que el carbofurano ejerce un cambio drástico en la población nativa del suelo, además de
esto sugiere que la materia orgánica en el suelo es baja, puesto que existe una relación
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proporcional entre la cantidad de microorganismos y la cantidad de materia orgánica,
estableciendo que el suelo tiene una productividad media.
Además de esto (Ramos & Zúñiga, 2008)

plantean que condiciones

físicoquímicas buenas reflejan condiciones óptimas para el desarrollo de los procesos
metabólicos de diversos microorganismos (bacterias, hongos, algas, actinomicetos) que
actúan sobre sustratos orgánicos y cultivos asociados; asimismo constituyen un marcador
biológico potencialmente útil para evaluar las perturbaciones que puedan presentarse. Por
lo que el componente microbiológico puede servir como indicador del estado general del
suelo, dicho esto los resultados sugieren que el estado general del suelo presenta
alteraciones por el uso del carbofurano pero aun así existe una cantidad de
microorganismos remanentes que permite el desarrollo del cultivo.
Dentro del grupo mesófilos es importante clasificar las bacterias de estudio, en
este caso Pseudomonas. Alexander en 1980, establece que la cantidad de Pseudomonas
en el suelo está entre 3-15 % (Alexander, 1980) y están asociadas a procesos de biocontrol
de patógenos en plantas y también a procesos de estimulación del desarrollo radicular
(Laich, 2011).
A pesar del bajo porcentaje de bacterias Pseudomonas en el suelo se logró realizar
el aislamiento puesto que se deben establecer parámetros fisicoquímicos adecuados en el
suelo para el desarrollo de los procesos metabólicos como: pH, temperatura, nutrientes y
humedad (Castrejón, Sanchéz, & Ortíz, 2004). Especificando otros factores químicos, se
encuentra la estructura molecular del contaminante, su concentración y la presencia de
una población microbiana potencialmente activa (Gómez, Gutierrez , Hernadez,
Hernandez, Lozada, & Mantilla, 2008).
De acuerdo a los resultados de los parámetros fisicoquímicos realizados, se
obtuvo un valor de humedad de 52%, el cual está dentro del rango entre 50 - 80 % que
plantea (Gómez, Gutierrez , Hernadez, Hernandez, Lozada, & Mantilla, 2008) para el
desarrollo de las Pseudomonas, puesto que son bacterias que requieren unas condiciones
específicas de humedad para su crecimiento; el agua es importante para su desarrollo
porque actúa como medio de transporte de nutrientes y oxígeno a la célula ya que forma
parte de su protoplasma bacteriano.
Además del factor humedad, el aislamiento de las Pseudomonas se pudo llevar a
cabo porque el pH obtenido de 6,8 está dentro del rango comprendido entre 6.5 y 8, este
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parámetro debe estar en este rango puesto que (Ahumada & Gómez, 2009) afirman que
el pH afecta a los microorganismos y sus enzimas, influyendo tanto en la disociación
como la solubilidad de diversas moléculas y la disponibilidad de nutrientes.
La temperatura obtenida de 20°C es ideal para el crecimiento de las bacterias,
puesto que debe estar entre 20º C y 40º C (Gómez, Gutierrez , Hernadez, Hernandez,
Lozada, & Mantilla, 2008), además la temperatura ejerce un gran control sobre la
actividad de los microorganismos porque la totalidad de las reacciones de degradación
microbiológicas se produce a través de la actividad de las enzimas, a un mayor incremento
de la temperatura, se eleva la actividad metabólica, el crecimiento y la supervivencia
debido a la presencia de más energía en el sistema (Dueñas & Santos, 2006).
El nitrógeno hace parte fundamental del crecimiento de las Pseudomonas ya que
este elemento permite la producción de aminoácidos, proteínas, enzimas, ácidos nucleicos
y otros constituyentes celulares (Gómez, Gutierrez , Hernadez, Hernandez, Lozada, &
Mantilla, 2008), para este caso el nitrógeno obtenido fue de 0,46 % este valor está
considerado como un nivel medio según los rangos establecidos por el laboratorio de
Aguas y Suelos de la Universidad Nacional de Colombia. Puesto que los
microorganismos son los que realizan las transformaciones de nitrógeno orgánico a
nitrógeno asimilable, es necesario decir que la humedad obtenida del suelo de 52% y la
temperatura de 20°C son adecuados y concuerdan con el valor de nitrógeno obtenido
puesto que si el suelo está muy húmedo o la temperatura es muy baja, las trasformaciones
a nitrógeno asimilable son muy lentas y el valor sería menor evitando el crecimiento de
Pseudomonas y así mismo del cultivo.
El pH obtenido de 6,8 relacionado con el valor de fósforo el cual fue de 42,4
mg/kg que se considera alto según los rangos establecidos por el laboratorio de Aguas y
Suelos de la Universidad Nacional de Colombia, permite decir que en este punto se están
dando las mejores condiciones para el aprovechamiento del ácido fosfórico, puesto que
teóricamente ésta condición se evidencia en un pH entre 6.5 y 7 (Aguilar, 2010). Al existir
extremos de pH se forman complejos con otras sustancias inorgánicas lo que impide la
asimilación. Al existir el aprovechamiento del ácido fosfórico los microorganismos
pueden realizar la formación de los diversos compuestos especialmente los energéticos
dentro de las células, el cual se necesita para la síntesis de ácidos nucleicos y fosfolípidos
en los procesos de reproducción y degradación (Gómez, Gutierrez , Hernadez,
Hernandez, Lozada, & Mantilla, 2008).
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En términos generales el pH permitió establecer condiciones adecuadas para la
asimilación de los nutrientes como el fósforo y nitrógeno y con esto el desarrollo de los
microorganismos degradadores, un suelo con fuerte acidez es pobre en bases
intercambiables y la actividad de los microorganismos se reduce así como la
disponibilidad del fósforo. Por otro lado los microorganismos trasforman la materia
orgánica del suelo en nitrógeno asimilable, realizando procesos de nitrificación, este
proceso está ligado a la humedad obtenida y la temperatura, puesto que si el suelo está
muy húmedo se inhibe el crecimiento al reducir la cantidad concentración de oxígeno,
generando condiciones anaerobias y una baja temperatura hace que los microorganismos
realicen la actividad de manera lenta.
Dicho lo anterior se resalta que a pesar de que el recuento de mesófilos
encontrados fue bajo, las condiciones de pH, nutrientes, humedad y temperatura fueron
adecuadas para el desarrollo de los microorganismos degradadores, los cuales se
adaptaron a condiciones elevadas de toxicidad generada por el carbofurano; esto indica
que a pesar de que exista una cantidad de carbofurano en el suelo los microrganismos
restantes son los que permiten que se genere unas condiciones adecuadas para el
crecimiento y posterior desarrollo del cultivo.

FASE III. Identificación bioquímica de la cepa Pseudomonas sp aislada.

Al iniciar la identificación macroscópica en el agar Cetrimide se observó una cepa
con una morfología mucosa elevada, el color generado fue un verde-amarilloso, este color
se presentó por que las Pseudomonas generan un pigmento llamado pioverdina.
La bibliografía dice que las Pseudomonas aeruginosa posee la capacidad de
sintetizar diferentes pigmentos hidrosolubles, entre los cuales se incluye el compuesto
fluorescente pioverdina (también producido por Pseudomonas putida y Pseudomonas
fluorescens).
Cuando la pioverdina se combina con el pigmento fenazínico azul piocianina, se crea el
color verde brillante característico de P.aeruginosa (Merino, 2007).
Por otro lado al realizar la tinción de Gram se identificaron microorganismos con
dos formas, una de ellas recta y la otra curva, además de esto tiende a un color rosadorojo. Este color indica un microorganismo Gram negativo porque este tipo de bacterias
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tienen una capa de peptidoglucano muy delgada que no retiene el cristal violeta y por tal
motivo el color tiende a ser rosado.
Dado el pigmento generado en agar Cetrimide se sospechó que las Pseudomonas
aislada podría ser Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida o Pseudomonas
fluorescens, esto se debe a que el agar Cetrimide es un agar selectivo. La fórmula de este
medio está desarrollada para favorecer la selección y la formación de pigmentos, sin
embargo no se pudo identificar su especie. Por otra parte se realizó la tinción de Gram y
a partir de esta solo se pudo confirmar su género.
Por lo anterior se realizó la prueba en el VYTEK®, identificando que este tipo de
bacteria Gram negativa era una cepa Pseudomonas aeruginosa con un nivel de
probabilidad del 98% y un nivel de confianza de identificación excelente.
Las Pseudomonas aeruginosa presentan un único flagelo polar, la movilidad les
permite responder estímulos químicos (quimiotaxis), así como localizar substratos en
bajas concentraciones. No obstante el metabolismo que poseen este tipo de bacterias es
un metabolismo aerobio estricto con el oxígeno como aceptor final de electrones, cuando
crecen en medio líquido se puede observar la formación de una película superficial, que
refleja la preferencia de este microorganismo por las condiciones aeróbicas. Puede
degradar glucosa oxidativamente aunque algunos aislados pueden crecer lentamente en
condiciones anaerobias utilizando el nitrito (NO3) o la arginina como aceptores finales de
electrones (Ruiz, 2007), con esto se puede señalar que la P. aeruginosa crece
aeróbicamente como anaeróbicamente es decir son facultativas diferenciándolas de las
Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens que son estrictamente aeróbicas.
La P. aeruginosa se diferencia de otras especies de Pseudomonas porque estas
pueden crecer en condiciones ácidas con un pH de 4.5 o menor mientras que la
Pseudomonas putida o Pseudomonas fluorescens utilizan sustancias oxidables para su
recimiento a pH neutro o básico (Santaella, 2008).
Según (Ruiz, 2007) el crecimiento de las Pseudomonas aeruginosa es óptimo de
30 a 37°C, sin embargo pueden sobrevivir y multiplicarse en casi cualquier ambiente,
incluyendo aquellos con elevado contenido de sales, y en un rango de temperaturas
comprendido entre 20 a 42 °C (Ruiz, 2007), esta fue una de las características que hizo
que se confirmara la identidad de la Pseudomonas aeruginosa, puesto que las
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Pseudomonas putida o Pseudomonas fluorescens crecen solo en temperaturas mesófilas
es decir entre 25 y 30°C.

FASE IV. Enfrentamiento a concentraciones de carbofurano.

De acuerdo a la figura 9 referente a las Pseudomonas aislada, a partir de la
concentración 75 ppm se puede observar un cambio en los diámetros de los sensidiscos,
es decir, en concentraciones 13,6 ppm y 26,1 ppm presentan halos de 1mm y en 75 ppm
aumentan a 2mm, así mismo se presenta un aumento en el tamaño de los halos. La
presencia de estos aumenta en las placas y de las 3 repeticiones realizadas 2 presentan
halos.
Lo mismo ocurre en la figura de las Pseudomonas ATCC (figura 10) donde
concentraciones de 13,6 ppm y 26,1 ppm presentan halos de 1mm y a partir de 75 ppm
se presentan halos entre 2mm-3mm en todas las repeticiones, es por esto que se hace
necesario establecer una relación entre diámetros de halos de inhibición y cantidad de
placas que presentan halos. Permitiendo decir que entre mayor diámetro y mayor
presencia de halos en placa, existe una sensibilidad de la bacteria para tolerar el
carbofurano. La técnica de difusión con sensidiscos utilizada permitió establecer una
relación de sensibilidad entre el contaminante y la cepa, la carga del disco está ajustada
para que los halos de inhibición permitan diferenciar los microorganismos sensibles de
los resistentes y pueda establecerse una correlación con los valores de concentración
mínima inhibitoria (CMI), halos pequeños se relacionan con valores altos de CMI
(resistentes) y halos grandes con CMI bajas (sensibles) (Cercenado & Saavedra, 2009).
En este caso los halos pequeños se relacionan con una tolerabilidad (resistente)
de los microorganismos al carbofurano y los halos grandes representan una inhibición
(sensible) de los microorganismos a la concentración expuesta. Dado los resultados la
sensibilidad de ambas cepas de Pseudomonas se registró en concentraciones de 80 ppm
y 100 ppm y se presentó una tolerancia máxima en concentración de 75 ppm.
Al comparar las dos Pseudomonas se puede explicar que la cepa ATCC es más
sensible que las Pseudomonas aislada puesto que (Castrejón, Sanchéz, & Ortíz, 2004)
afirman que cuando las Pseudomonas son expuestas a una presión selectiva, es decir a un
contaminante xenobiótico como única fuente de carbono, se pueden obtener poblaciones
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con capacidad de degradación o de tolerancia, en este caso, adaptándose al medio como
lo hizo la Pseudomona aislada.
Las Pseudomonas ATCC pudo presentar más halos de inhibición ya que
inicialmente está en un medio que le proporciona todos los nutrientes necesarios (medio
cetrimide) y en cantidades adecuadas para el crecimiento y el paso a un medio mínimo
con el carbofurano crea un decaimiento de la población por tanto una menor tolerabilidad,
mientas que la cepa Pseduomonas asilada del suelo viene de un suelo donde la cantidad
de nutrientes es apropiada pero al existir el carbofurano se genera un estrés por tratar de
adaptarse a nuevas condiciones, forzándola a modificar su metabolismo, es por esto que
el cambio de medio, a uno mínimo donde existen sólo iones básicos para el crecimiento
y el carbofurano no generan una cambio drástico, por consiguiente un descenso marcado
de la población.
La sensibilidad de las cepas Pseudomonas a partir de 75 ppm se puede deber a
que el carbofurano influye en la pared celular, en la membrana incluso en órganos como
los ribosomas; en la pared celular bloquean la síntesis de peptidoglucano de manera que
las bacterias pierden la protección osmótica y por consiguiente realizan lisis. En la
membrana celular se forman poros rompiéndola y desbalanceando la concentración de
iones para la obtención de energía a ambos lados de la membrana permitiendo la perdida
de solutos celulares. En los ribosomas se puede presentar una generación de proteínas
incorrectas. (Brock & Madigan, 1982). A partir de esto se infiere que el carbofurano actuó
como un agente estático inhibiendo el crecimiento en concentraciones de 80 ppm y 100
ppm.
A partir de la prueba en placa, se llevó a cabo una prueba en medio líquido (El
medio que se utilizo fue el medio mínimo de sales, ya que este contiene una cantidad
mínima de nutrientes capaz de permitir el desarrollo de microorganismos no tan altamente
exigentes, desde el punto de vista nutricional Anexo 5), utilizado la máxima
concentración que las Pseudomonas podrían tolerar es decir a 75 ppm. Para realizar este
procedimiento se tuvo en cuenta una concentración inicial de microorganismos (21x108
UFC/ml) que permitió tener un número de bacterias significativas para el proceso, no
obstante se realizó el seguimiento de estas durante 20 días, observando cada día su
comportamiento mediante el espectrofotómetro, donde se midió la absorbancia en cada
uno de los tubos. Inicialmente en las figuras 12 y 13 se puede observar que la
concentración de bacterias disminuye porque existe un efecto inhibitorio del plaguicida
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sobre las bacterias donde las bacterias resistentes sobreviven y son estas las que toleran
el carbofurano.
A partir del día 1 hasta el día 5 se observa para las Pseudomonas aisladas (figura
12), un crecimiento rápido de microorganismos, esto significa que las bacterias se
adaptaron a su fuente de alimentación que para este caso fue el carbofurano. Durante los
días siguientes (6-10) en los tubos 1 y 3 se presentan leves aumentos de crecimiento
atribuida a la población remanente, por lo tanto no es totalmente inhibida por el pesticida.
Mientras que una leve disminución de población indica que la exposición prolongada al
pesticida genera un deceso de las bacterias. Observando la figura de las Pseudomonas
ATCC 9027 (figura 13), presenta un crecimiento lento y con aumentos y disminuciones
hasta el día 9 donde se presenta su máximo crecimiento.
El tiempo más aconsejable para inocular las Pseudomonas aisladas del suelo
(nativas), es decir realizar la bioaumentación es de 5 días, donde la concentración máxima
de bacterias presente en el inóculo es de 15,4 x108 ufc/ml, a partir de esta población las
bacterias comienzan a realizar la degradación del contaminante porque su metabolismo
está al máximo, utilizando el carbofurano como fuente de carbono y nitrógeno. Esta
concentración de bacterias es ideal, puesto que en teoría se necesitan para la
bioaumentación un aproximado de 106 -108 ufc/ml (Dueñas & Santos, 2006), el rango se
establece teniendo en cuenta que siempre se presentará un descenso en la población
bacteriana cuando entra en contacto con el carbofurano y la población remanente es
aquella que permitirá inicialmente una tolerabilidad y luego una metabolización del
carbofurano (Quinchía, Gómez, Penagos, & Giraldo, 2006).
Comparando el crecimiento de las dos cepas se puede decir que la cepa ATCC
9027 presenta un crecimiento lento y una fluctuación constante de la concentración de
bacterias, mientras que cepa aislada del suelo presentó un crecimiento más rápido y una
estabilización más prolongada, porque esta cepa fue aislada de un suelo sometido a la
aplicación del insecticida, lo que permite suponer un acondicionamiento al compuesto,
esto se puede dar por evolución del sistema de transporte a través de la pared celular de
enzimas más eficientes o de enzimas con nuevas actividades (Quinchía, Gómez, Penagos,
& Giraldo, 2006), o por factores que intervienen en la adaptación metabólica de los
microorganismos (Dueñas & Santos, 2006).
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El crecimiento de las bacterias se debe a las condiciones apropiadas a las cuales
se encontraban las Pseudomonas, como primera medida, el pH neutro era óptimo para el
crecimiento, así como la temperatura de 37°C, sin embargo el parámetro más importante
en este caso es la humedad ya que las Pseudomonas así como cualquier otro tipo de
bacterias necesitan agua para crecer; sin este componente, el crecimiento disminuye o se
detiene provocando así la muerte de las bacterias. El medio también es parte fundamental
del crecimiento de las bacterias por tal motivo el medio líquido fue útil para el
enriquecimiento bacteriano ya que este permite realizar un recuento del número de células
viables por ml de cultivo, obteniendo la curva de crecimiento característico que consta de
cuatro fases: latencia, exponencial, estacionaria y muerte (Barela, 2011). Es claro que las
condiciones para los dos tipos de cepas fueron los mismos, destacando que la humedad
es muy importante para el crecimiento en esta prueba, pero realmente un crecimiento
mayor o menor de las cepas estuvo determinado por la adaptación previa de las cepas
De acuerdo a los ensayos realizados tanto en placa como en tubos, es claro que la
cepa aislada del suelo contaminado mostró mejores resultados, es decir se presentó menos
halos de inhibición y además un crecimiento más constante de bacterias en el ensayo en
medio líquido, expresando que esta cepa tolera la concentración de 75 ppm más que la
cepa ATCC, porque ésta cepa aislada viene habituándose a un medio donde el
carbofurano aplicado actúa como fuente de energía, además el habituarse depende de la
morfología (tamaño y forma de las células), esto les permiten desplazarse en la matriz del
suelo y acceder a los microporos. Por otro lado están los factores fisiológicos que incluyen
la adquisición de sistemas de asimilación de alta afinidad para el contaminante, los cuales
permiten al microorganismo llevar a cabo procesos de transferencia y desorción de un
contaminante más rápido que otros. Golovleva et al en 1990 dicen que las Pseudomonas
son las bacterias más eficientes en la degradación de compuestos tóxicos, la capacidad de
estas bacterias para degradar estos compuestos depende del tiempo de contacto con el
compuesto, las condiciones ambientales en las que se desarrollen y su versatilidad
fisiológica (Golovleva, 1990). Otra característica importante es la capacidad de los
microorganismos de co-utilizar los contaminantes con otros sustratos de carbono, debido
a que los compuestos químicos que entran al ambiente a bajas concentraciones, no son lo
suficientemente impactantes para causar la evolución de nuevas rutas catabólicas
(Betancur, Pino, Peñuela, & Cardona, 2013).
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Es así como el género Pseudomonas puede degradar varios tipos de sustancias
como los plaguicidas, en este caso presenta dos rutas catabólicas principales para la
degradación de carbofurano según (Castellanos & Rache, 2013), la vía hidrolítica y la vía
oxidante. En las Pseudomonas la vía hidrolítica es la vía inicial para la degradación, en
este proceso interviene la enzima carbamato hidrolasa generando un metabolito llamado
7-fenol (2,3-dihidro-2,2-dimetil-3,7-dihidroxibenzofuran). Esta enzima hidrolasa cataliza
reacciones de hidrolisis, es decir rompe moléculas de alto peso molecular, haciéndolas
reaccionar con moléculas de agua (Sedici, 2015). Además la hidrolisis del enlace
carbamato ocurre por rompimiento del enlace éster o del enlace amida, en ambos casos
tanto con la amidasa o esterasa, el producto de la hidrolisis es el mismo (Castellanos &
Rache, 2013). Acorde con lo anterior en medio líquido se pudo haber presentado la
primera ruta de degradación por vía hidrolítica, reaccionando las moléculas de agua con
el enlace carbamato, resultando el metabolito 7-fenol (2,3-dihidro-2,2-dimetil-3,7dihidroxibenzofuran),esto sugiere que el mejor medio para realizar la bioaumentación de
las Pseudomonas es suspenderlas en agua y realizar una dispersión en el suelo, pero es
necesario establecer condiciones adecuadas para que las bacterias continúen en constante
crecimiento.

62

7

Conclusiones

A partir de la búsqueda bibliográfica se concluye que el género Pseudomonas presenta
dos rutas catabólicas, la vía hidrolítica y la vía oxidante. La vía hidrolítica es la vía
principal para la degradación, en este proceso interviene la enzima carbamato hidrolasa
generando

un

metabolito

llamado

7-fenol

(2,3-dihidro-2,2-dimetil-3,7-

dihidroxibenzofuran. De manera oxidativa la enzima hidroxilasa convierte el carbofurano
a 4-hidroxicarbofuran e incluye NADPH como un cofactor para esta actividad, además
de esto en la reacción se produce dos metabolitos C y D, donde el metabolito D
posiblemente es el que permite la ruptura del anillo de benceno.
Se concluye que una buena actividad microbiana en suelo es reflejo de condiciones
físicoquímicas óptimas para el desarrollo de los procesos en los cultivos, además es
importante tener en cuenta que en cualquier proceso de biorremediacion la velocidad de
descomposición de los microorganismos es fundamental, para el caso específico de las
Pseudomonas se debe tener en cuenta la concentración del carbofurano y características
fisicoquímicas como: el pH, nutrientes, temperatura y humedad, este último es más
indispensable puesto que el agua es importante para su desarrollo porque actúa como
medio de transporte de nutrientes y oxígeno a la célula ya que forma parte de su
protoplasma bacteriano. Lo anterior debe tenerse muy en cuenta, si no se cumple lo
anterior es imposible obtener el microorganismo.
Conforme a los parámetros fisicoquímicos realizados al suelo, se concluye que estos
presentan niveles medios principalmente de nutrientes y aun así se presenta un desarrollo
adecuado del cultivo de papa a pesar del uso de carbofurano, en cuanto al recuento de
mesófilos encontrados, esta cantidad es baja, puesto que el contaminante está ejerciendo
una presión de selectividad donde los microorganismos más fuertes modifican el
metabolismo y finalmente son los que pueden reducir la toxicidad de este compuesto.
Por otro lado, durante el proceso se concluye que la glucosa es la fuente energética inicial
presente en el medio mínimo de sales tanto en estado sólido como líquido, una vez este
medio se acabe, las bacterias mediante un proceso metabólico utilizan el carbofurano
como fuente de carbono y nitrógeno, permitiendo un incremento en el crecimiento
bacteriano y su posterior tolerancia.
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Se concluye que la cepa aislada (Pseudomonas aeruginosa) del suelo contaminado es
superior para tolerar una concentración de 75 ppm que una cepa Pseudomonas aeruginosa
ATCC puesto que existe el proceso de adaptabilidad a compuestos xenobióticos, esto hace
que el metabolismo de estas se modifique y comience el proceso de tolerancia, no
obstante existen factores claves para que esto suceda como la morfología del suelo donde
se presente la contaminación, la fisiología misma del microorganismo, la concentración
del contaminante y las condiciones ambientales del lugar.
Se concluye que la cepa Pseudomonas aislada presenta un máximo crecimiento en el día
5 con una población aproximada de 15,47 x108 UFC/ml, a partir de allí se estabiliza con
un promedio entre 13x108 y 14x108 UFC/ml hasta el día 10, es decir la bacteria pasa por
una fase exponencial y luego de latencia. La estabilidad en la concentración de bacterias
de la cepa Pseudomonas aislada indica que tolera el pesticida a una concentración
máxima de 75 ppm y en un periodo aproximado de 20 días.
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Recomendaciones de Investigación

Se recomienda la cromatografía liquida ya que esta es fundamental para
identificar la degradación del carbofurano, sin embargo es difícil encontrar la
columna para su respectiva medición. Por tal motivo se recomienda otro tipo de
métodos que duran más tiempo pero permiten identificar la degradación de
carbofurano, este es conocido como el método colorimétrico o análisis químico.



Es importante realizar bioensayos de todos los microorganismos nativos y de esta
manera identificar su capacidad degradadora con el fin de comparar la
bioaumentación y la bioestimulacion.



A raíz del conteo de mesófilos, se sugiere realizar la bioaumentación y
bioestimulación en conjunto para lograr una mayor tolerancia de carbofurano.



Se sugiere seguir trabajando con la cepa de Pseudomonas obtenida en el
laboratorio, ya que estos se pueden identificar como agentes eficientes de
tolerancia y biodegradación de carbofurano.



Se recomienda realizar pruebas con consorcios microbianos para establecer la
máxima tolerancia que pueden presentar frente al carbofurano.



Es necesario formar un cepario de microorganismo nativos del suelo para uso en
procesos de remediación ambiental.



Si se realiza este proyecto a gran escala usando Pseudomonas, es necesario
realizar al final del proceso de biorremediación un análisis de las propiedades
físicas, químicas y microbiológicas del suelo con el fin de identificar en qué
condiciones quedo el suelo y lo más importante en cuanto se redujo la
contaminación inicial.



Al escalar el proyecto realizado en campo se recomienda evaluar factores bióticos
y abióticos iniciales dado que una de las cuestiones más difíciles es la
supervivencia de las cepas introducidas al suelo, esto se debe realizar con el fin
de mantener un buen porcentaje de la población inicial introducida.



Es importante realizar pruebas con los diferentes metabolitos que puede formar la
degradación de carbofurano, puesto que en algunos casos, estos puede ser más
tóxicos que el compuesto inicial.
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10. Anexos
Anexo 1.

Cadena de Custodia
Suelo
Lugar de Muestreo: Cogua- Cundinamarca
Recolector de la Muestra: Jessica Molano
Responsable de la Toma de Muestra: Pilar Flórez
Fecha y Hora de Muestreo: marzo 5 de 2016. Hora: de 11:00 a.m. 2:00 p.m.
Punto Inicial: 5°46'26.9"N 73°39'54.9"W
Segundo Punto: 5°46'26.4"N 73°39'53.8"W
Tercer Punto: 5°46'25.8"N 73°39'54.1"W
Cuarto Punto: 5°46'26.2"N 73°39'55.2"W

Figura 14. Recolección de muestras, en la finca. (Florez, 2016

72

73

